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Introduction 
!"
"
Le projet développé au cours de ma thèse fait partie d'un large programme de synthèse rationnelle 
de molécules bioactives comportant plusieurs sous-unités (entités responsables de l'activité 
biologique et substituants divers pour le contrôle de la distribution, de la modulation des 
propriétés physicochimiques, ou pour l'amélioration de la solubilité). Ces molécules homo- ou 
hétéro-dimériques seront conçues pour des applications comme "candidats" médicaments ou 
comme outils en biologie moléculaire. Pour le couplage entre les différentes sous-unités, nous 
désirons utiliser des réactions appartenant à ce qu'on dénomme la chimie "click". Nous allons 
donc présenter ces réactions, et en particulier celles mettant en jeu une cycloaddition 1,3-
dipolaire, en discutant de leurs avantages et inconvénients respectifs.  
 
I/- La chimie "click" en chimie-biologie 
I/-1- Le concept de chimie "click" 
La chimie “click” est un concept proposé par Sharpless dès 2001, décrivant des réactions de 
couplages chimiques entre deux sous-unités réactives générant facilement de nouveaux 
composés
1
. Par définition, ces réactions doivent être rapides, modulables, d’utilisation très large, 
et mènent à la formation stéréospécifique d’un seul produit avec un rendement élevé. De plus, les 
réactions "click" doivent s’effectuer dans des conditions réactionnelles douces (idéalement dans 
l’eau et à température ambiante) et ne pas engendrer de sous-produits toxiques. Enfin, le produit 
formé doit être facile à purifier et stable en conditions physiologiques. 
La réaction "click" la plus populaire est la cycloaddition 1,3-dipolaire entre des groupes azoture 
et alcyne, qui conduit à la formation d’un cycle [1,2,3]-triazole. La réaction originale de Huisgen 
se fait à haute température et aboutit à un mélange des deux régio-isomères 1,4- et 1,5-triazoles.  
 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
1
 Kolb, H. C., et al. Click chemistry: Diverse chemical function from a few good reactions. Angew. Chem., 
Int. Ed. 2001, 40, 2004. 
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Figure 1 : Réaction thermique de Huisgen 
 
Une variante de cette réaction, catalysée par le cuivre(I) (CuAAC), a été mise au point 
simultanément par Sharpless
2
 et Meldal
3
 en 2001. Elle montre une accélération de la vitesse de 
réaction (accélération d’un facteur 10
6
) et la formation exclusive de l’isomère 1,4 à température 
ambiante. 
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Figure 2 : Mécanisme de la cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre(I) 
 
Le catalyseur peut être introduit sous forme de sel, de complexe de cuivre(I), ou encore être 
formé in-situ. Le cuivre(I) étant relativement cher et facilement oxydable, celui-ci est le plus 
souvent généré par réduction d’un sel de cuivre(II) en présence d’un réducteur (sulfate de cuivre 
en présence d’ascorbate de sodium). Plus récemment, la réaction menant régiosélectivement à 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
2
 Rostovtsev, V. V., et al. A strepwise Huisgen cycloaddition process: Copper(I)-catalyzed regioselective 
"ligation" of azides and terminal alkynes. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596. 
3
 TornØe, C. W., et al. Peptidotriazoles on solid phase: [1,2,3]-triazoles by regiospecific copper(I)-
catalyzed 1,3-dipolar cycloadditions of terminal alkynes to azides. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057. 
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l’isomère 1,5-triazole (Figure 3) a été développée par une catalyse au ruthénium
4
, iridium
5
, ou 
zinc
6
. 
"
Figure 3 : Cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne et ses variantes métallo-catalysées"
Ce domaine de la chimie représente plus de 10000 publications scientifiques sur les dix dernières 
années, avec des applications toujours plus nombreuses. Aujourd’hui, c’est un outil devenu 
indispensable pour la liaison covalente de structures moléculaires ou macromoléculaires telles 
que les biomolécules, les polymères ou encore les nanotubes de carbone
7
. 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
4
 Zhang, L., et al. Ruthenium-Catalyzed Cycloaddition of Alkynes and Organic Azides. J. Amer. Chem. 
Soc. 2005, 127, 15998. 
5
 Rasolofonjatovo, E., et al. Iridium-catalyzed cycloaddition of azides aand 1-bromoalkynes at room 
temperature. Org. Lett. 2013, 15, 4698. 
6
 Smith, C. D.; Greaney, M. F. Zinc mediated azide-alkyne ligation to 1,5- and 1,4,5-substituted 1,2,3-
triazoles. Org. Lett. 2013, 15, 4826. 
7
 Wang, Q., et al. Advances in 1,3-dipolar cycloaddition reaction of azides and alkynes - A prototype of 
"click" chemistry. Lett. Org. Chem. 2005, 2, 293 ; Wu, P., et al. Multivalent, bifunctional dendrimers 
prepared by click chemistry. Chem. Commun. 2005, 5775 ; Binder, W. H.; Sachsenhofer, R. ‘Click’ 
Chemistry in Polymer and Materials Science. Macromol. Rapid Commun. 2007, 28, 15 ; Hawker, C. J., et 
al. Bringing efficiency to materials synthesis: the philosophy of click chemistry. Aust. J. Chem. 2007, 60, 
381 ; Moses, J. E.; Moorhouse, A. D. The growing applications of click chemistry. Chem. Soc. Rev 2007, 
36, 1249 ; Binder, W. H.; Sachsenhofer, R. ‘Click’ Chemistry in Polymer and Material Science: An 
Update. Macromol. Rapid Commun. 2008, 29, 952 ; Thirumurugan, P., et al. Click chemistry for drug 
development and diverse chemical-biology applications. Chem. Rev. 2013, 113, 4905 ; Tron, G. S., et al. 
Click chemistry reactions in medicinal chemistry: applications of the 1,3-dipolar cycloaddition between 
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I/-2- Applications en Sciences Pharmaceutiques 
A l’interface de la chimie et de la biologie, la CuAAC est particulièrement utilisée pour la 
synthèse de molécules actives, de sondes biologiques, mais aussi pour la découverte et la 
formulation de nouveaux "candidats" médicaments, ou encore dans la mise au point de systèmes 
de diagnostic
8
 (Figure 4). 
"
 
Figure 4 : Champs d'applications de la chimie "click" 
La sélectivité et l’efficacité de ces réactions ont facilité la création de librairies de molécules 
bioactives et leur pharmaco-modulation à l’issu de criblages enzymatiques à haut débit ("High-
throughput screening"). En effet, à partir d’un pharmacophore, cette chimie permet de venir 
brancher avec une extrême simplicité et rapidité, toute une série de synthons pour diversifier les 
structures et améliorer l’activité biologique.  
Dans la recherche de nouvelles molécules actives, une seconde technique est le "fragment based 
drug design", où des ligands sont assemblés pour créer des ensembles multimériques ayant une 
bonne affinité pour une cible biologique donnée. La combinaison de ces demi-molécules 
s’effectue par chimie "click" en présence ou non de la cible biologique. Notons que lorsque la 
cible est présente, elle va jouer le rôle de catalyseur (poche catalytique), et ainsi induire une 
azides and alkynes. Med. Res. Rev. 2008, 28, 278 ; Sekhon, B. S. Click chemistry: Current developments 
and applications in drug discovery. J. Pharm. Educ. Res. 2012, 3, 77. 
8
 Thirumurugan, P., et al. Click chemistry for drug development and diverse chemical-biology 
applications. Chem. Rev. 2013, 113, 4905 ; Tron, G. S., et al. Click chemistry reactions in medicinal 
chemistry: applications of the 1,3-dipolar cycloaddition between azides and alkynes. Med. Res. Rev. 2008, 
28, 278 ; Sekhon, B. S. Click chemistry: Current developments and applications in drug discovery. J. 
Pharm. Educ. Res. 2012, 3, 77 
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sélection des ligands les plus affins. Cette technique fut développée par Sharpless sous le nom de 
chimie "click" in situ
9
. Comme représenté dans la Figure 5, la réaction a été effectuée à partir 
d'un mélange de synthons alcynes et azotures en présence de la cible choisie 
(acétylcholinestérase). Ainsi, seuls les synthons dont les fonctions réactives sont idéalement 
positionnées dans le site actif de l’enzyme vont réagir et former l'hétérodimère correspondant.  
 
 
Figure 5 : Réaction de cycloaddition in situ d'après Sharpless et collaborateurs
9 
"
Enfin, les progrès réalisés dans la mise au point de bioconjugués, ou la modification chimique de 
biomolécules (ADN, ARN, protéines..), sont directement reliés aux avancées amenées par cette 
chimie de couplage. 
 
 
 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
9
 Lewis, W. G., et al. Click chemistry in situ: acetylcholinesterase as a reaction vessel for the selective 
assembly of a femtomolar inhibitor from an array of building blocks. Angew. Chem., Int. Ed. 2002, 41, 
1053. 
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I/-3- Limitations de la méthodologie CuAAC 
Malgré son efficacité, la méthode CuAAC n’est pas toujours adéquate aux besoins des 
scientifiques notamment à cause de la toxicité du cuivre(I). Cette limitation se rencontre aussi 
bien dans la synthèse de médicaments (traces de cuivre restantes problématiques) que dans les 
techniques de bioconjugaisons et particulièrement lorsqu’elles s’effectuent in vivo
10
. Cette 
toxicité est due à la formation d’espèces radicalaires de l’oxygène (ROS) qui catalysent la 
dégradation des biomolécules par oxydation. On comprend donc que la réaction de chimie "click" 
idéale devrait se faire sans catalyseur métallique. 
La seconde limitation concerne le dipôle azoture qui, en dépit de sa bonne stabilité face à 
l’hydrolyse ou la dimérisation, peut se révéler être inflammable voire explosif pour certains de 
ses dérivés. Un autre point critique est la potentielle photosensibilité de ces composés qui peuvent 
se décomposer en nitrènes. 
 
II/- Les réactions de couplages non catalysées par un métal 
Le succès rencontré par la méthode CuAAC a encouragé les chimistes à développer de nouvelles 
réactions de couplages ne nécessitant pas de catalyseur métallique, tout en respectant les critères 
définissant ces réactions "click". Les systèmes mis au point ont l’avantage de pouvoir être 
physiologiquement compatibles. On peut considérer que ces méthodologies représentent en 
quelque sorte la seconde génération de réactions de chimie "click". 
Les couplages chimiques ne se résument pas à la cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne, mais 
à un large panel de réactions telles que les additions nucléophiles, la chimie des carbonyles ou 
encore les cycloadditions de Diels-Alder (Figure 6).  
 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
10
 Agard, N. J., et al. A comparative study of bioorthogonal reactions with azides. ACS Chem. Biol. 2007, 
1, 644. 
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Figure 6 : Grandes classes de réactions développées en chimie "click" 
La chimie des carbonyles a surtout été développée grâce à la formation aisée d’oximes ou encore 
d’hydrazones à partir d'alkoxyamines et d’alkyl-hydrazines respectivement. Les couplages par 
additions nucléophiles comprennent surtout la réaction thiol-ènes/thiol-ynes, et les réactions de 
type Michael mettant en jeu un maléimide
11
. Par ailleurs, la chimie des [1,2,4,5]-tetrazines 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
11
 Chan, H. W., et al. Sequential phosphine-catalyzed, nucleophilic thiol-ene/radical-mediated thiol-yne 
reactions and the facile orthogonal synthesis of polyfunctional materials. J. Amer. Chem. Soc. 2009, 131, 
5751 ; Dondoni, A. The emergence of thiol-ene coupling as a click process for materials and bioorganic 
chemistry. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2 ; Hoyle, C. E.; Bowman, C. N. Thiol-ene click chemistry. 
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 1540 ; Stolz, R. M.; Northrop, B. H. Experimental and theoretical studies 
of selective thiol-ene and thiol-yne click reactions involving N-substituted maleimides. J. Org. Chem. 
2013, 78, 8105. 
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réagissant avec des alcènes riches en électrons, via une réaction de cycloaddition [4+2] à 
demande électronique inverse, a déjà montré des applications dans le marquage in situ de 
biomolécules (Figure 7)
12
. Son développement en est encore à son début. 
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Figure 7 : Ligation mettant en jeu les [1,2,4,5]-tetrazines 
Nous allons maintenant présenter en détail les réactions de couplages non catalysées menant à la 
création d’un nouvel hétérocycle par cycloaddition 1,3-dipolaire.  
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 Devaraj, N. K. Advancing tetrazine bioorthogonal reactions through the development of new synthetic 
tools. Synlett 2012, 23, 2147 ; Devaraj, N. K.; Weissleder, R. Biomedical applications of tetrazine 
cycloadditions. Acc. Chem. Res. 2011, 44, 816 ; Schoch, J., et al. Post-synthetic modification of DNA by 
inverse-electron-demand Diels-Alder reaction. J. Amer. Chem. Soc. 2010, 132, 8846 ; Devaraj, N. K., et 
al. Fast and sensitive pretargeted labeling of cancer cells through a tetrazine/trans-cyclooctene 
cycloaddition. Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 7013 ; Devaraj, N. K., et al. Tetrazine-based 
cycloadditions: application to pretargeted live cell imaging. Bioconj. Chem. 2008, 19, 2297 ; Blackman, 
M. L., et al. Tetrazine ligation: fast bioconjugation based on inverse-electron-demand Diels-Alder 
reactivity. J. Amer. Chem. Soc. 2008, 130, 13518 ; Saracoglu, N. Recent advances and applications in 
1,2,4,5-tetrazine chemistry. Tetrahedron 2007, 63, 4199. 
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II/-1- Les réactions de cycloadditions 1,3-dipolaires  
 
II/-1- a- Les dipôles 1,3 en chimie "click" 
Les cycloadditions 1,3-dipolaires constituent une famille de réactions péricycliques concertées 
conduisant à une grande variété d’hétérocycles. Elles se divisent en deux catégories selon le 
dipôle utilisé, qui peut être de forme allylique (type I) comme les nitrones et les ylures 
d’azométhines alors que les azotures ou les oxydes de nitrile sont dits propargyliques (type II) 
(Figure 8).  
 
 
Figure 8 : Principaux dipôles utilisés en cycloaddition 1,3-dipolaire 
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Les azotures ne sont pas les seuls dipôles intéressants en chimie "click". Parmi les dipôles 
existants, on observe un développement grandissant des systèmes de ligation basés sur la chimie 
des oxydes de nitrile et en moindre mesure sur celle des nitrones. Un état des lieux 
bibliographique sera l’occasion de présenter les réactions de couplages non catalysées par un 
métal entre un azoture et divers dipolarophiles activés, ou celles qui mettent en jeu les oxydes de 
nitrile.  
 
II/-1- b- Les dipôles azotures  
 
II/-1- b- 1- Réaction avec les alcynes déficients en électrons 
 
Les alcynes déficients en électrons peuvent réagir avec les azotures, dans l’eau, en absence de 
cuivre(I). Un mélange de régioisomères 1,4- et 1,5-triazoles est généralement obtenu après 
cyclisation
13
 (Schéma 1). Les dipolarophiles se caractérisent par la présence d’un ou plusieurs 
groupements électro-attracteurs en α de l’alcyne, permettant la polarisation de la triple liaison, et 
ainsi son activation à température ambiante. 
 
 
Schéma 1: Réaction de cycloaddition avec les alcynes déficients en électrons 
 
En 2004, Ju et ses collaborateurs ont décrit une réaction entre l’azoture de valérate et une série 
d’alcynes activés, avec des rendements de 67 à 94%
14
. Cette méthode a notamment été appliquée 
à la fonctionnalisation et au couplage d’acides nucléiques en conditions physiologiques. 
Cependant, l’efficacité du couplage reste limitée tout comme l’accès au motif propiolamide des 
synthons de départ. 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
13
 Katritzky, A. R.; Singh, S. K. Synthesis of C-carbamoyl-1,2,3-triazoles by microwave-induced 1,3-
dipolar cycloaddition of organic azides to acetylenic amides. J. Org. Chem. 2002, 67, 9077 ; Katritzky, A. 
R., et al. 1, 2, 3-triazole formation under mild conditions via 1, 3-dipolar cycloaddition of acetylenes with 
azides. Heterocycles 2003, 60, 1225. 
14
 Li, Z., et al. 1,3-Dipolar cycloaddition of azides with electron-deficient alkynes under mild condition in 
water. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 3143. 
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II/-1- b- 2- Réaction avec les alcynes contraints 
 
L’équipe de Bertozzi a été la première à développer en 2004 une approche élégante basée sur la 
synthèse de dérivés cyclooctynes fonctionnalisables pour effectuer des réactions de chimie 
"click" non catalysées (Strain Promoted AAC)
15
 (Schéma 2). A la différence de la cycloaddition 
avec des alcynes classiques, une grande partie de l’énergie du cycle contraint (18kcal/mol) va être 
libérée durant la réaction de couplage et ainsi permettre une réaction rapide
16
. La méthode 
SPAAC est la méthodologie de référence aujourd’hui en matière de chimie "click" non catalysée 
par les métaux du fait de sa compatibilité et orthogonalité avec le milieu biologique et de la très 
bonne cinétique de couplage.  
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Schéma 2 : Réaction de cycloaddition à partir de cycles contraints, les cyclooctynes (SPAAC) 
 
Il a été montré que la réaction de cycloaddition s’effectue entre l’orbitale la plus basse vacante du 
cyclooctyne (LUMO) et l’orbitale la plus haute occupée de l’azoture (HOMO)
17
. En jouant sur le 
caractère électronique du dipolarophile il est possible d'améliorer la cinétique de la réaction. A 
titre d'exemple, l’addition de deux atomes de fluor sur le cyclooctyne (DIFO) accélère d’un 
facteur soixante la vitesse de réaction en abaissant le niveau de la LUMO
18
. Un second point 
d’optimisation a été d'améliorer la solubilité des cyclooctynes, initialement assez limitée en 
milieu aqueux. L’introduction d’hétéroatomes sur le cycle a permis l’obtention de systèmes plus 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
15
 Agard, N. J., et al. A strain-promoted [3+2] azide-alkyne cycloaddition for covalent modification of 
biomolecules in living systems. J. Amer. Chem. Soc. 2004, 126, 15046. 
16
 Turner, R. B., et al. Heats of hydrogenation. IX. Cyclic acetylenes and some miscellaneous olefins. J. 
Amer. Chem. Soc. 1973, 95, 790. 
17
 Jewett, J. C.; Bertozzi, C. R. Cu-free click cycloaddition reactions in chemical biology. Chem. Soc. Rev 
2010, 39, 1272. 
18
 Baskin, J. M., et al. Copper-free click chemistry for dynamic in vivo imaging. Proc. Natl. Acad. Sci. U S 
A 2007, 23, 16793. 
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polaires et solubles, le cyclooctyne DIMAC en est un exemple
19
. De nombreuses variations ont 
été effectuées pour améliorer la réactivité de ces systèmes (Figure 9). A ce jour, le cyclooctyne le 
plus réactif est le biarylazacyclooctynone (BARAC), où deux benzènes viennent augmenter la 
contrainte
20
. 
 
 
Figure 9 : Cyclooctynes développés pour les réactions SPAAC 
21
 
"
La chimie bioorthogonale est un concept introduit par Bertozzi suite au développement des 
cyclooctynes fonctionnalisables en chimie "click"
22
. Ces réactions peuvent être réalisées in vitro 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
19
 Sletten, E. M.; Bertozzi, C. R. A hydrophilic azacyclooctyne for Cu-free click chemistry. Org. Lett. 
2008, 10, 3097. 
20
 Jewett, J. C., et al. Rapid Cu-free click chemistry with readily synthesized biarylazacyclooctynones. J. 
Am. Chem. Soc. 2010, 132, 3688. 
21
 Debets, M. F., et al. Bioconjugation with strained alkenes and alkynes. Acc. Chem. Res. 2011, 44, 805. 
22
 Agard, N. J., et al. A comparative study of bioorthogonal reactions with azides. ACS Chem. Biol. 2007, 
1, 644 ; Azagarsamy, M. A.; Anseth, K. S. Bioorthogonal Click Chemistry: An Indispensable Tool to 
Create Multifaceted Cell Culture Scaffolds. ACS Macro Letters 2012, 5 ; Best, M. D. Click chemistry and 
bioorthogonal reactions: unprecedented selectivity in the labeling of biological molecules. Biochemistry 
2009, 48, 6571 ; Debets, M. F., et al. Azide: a unique dipole for metal-free bioorthogonal ligations. 
ChemBioChem 2010, 11, 1168 ; Lim, R. K. V.; Lin, Q. Bioorthogonal chemistry: recent progress and 
future directions. Chem. Commun. 2010, 46, 1589 ; Lim, R. K. V.; Lin, Q. Bioorthogonal chemistry: a 
covalent strategy for the study of biological systems. Sci. China Chem. 2010, 53, 61 ; Sletten, E. M.; 
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ou in vivo sans interférer avec les biomolécules présentes (acides nucléiques, protéines, cellules 
cancéreuses…) ou engendrer de toxicité (inerte biologiquement et chimiquement). La méthode 
comprend généralement deux étapes : l’introduction d’une fonction réactive ("reporter group") 
sur la biomolécule d’intérêt et le couplage en milieu physiologique avec une sonde contenant la 
fonction réactive complémentaire. Bertozzi et son groupe ont ainsi appliqué la méthode SPAAC 
in vivo chez la souris
23
.  
 
 
Figure 10 : Application in vivo de la SPAAC d’après Bertozzi et collaborateurs
24
 
 
La limitation principale de cette méthode est la synthèse complexe des précurseurs, qui nécessite 
un très grand nombre d’étapes (8 à 16 étapes). C’est la raison majeure du développement encore 
restreint de ces couplages en chimie hormis en bioconjugaison.  
 
 
 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""
Bertozzi, C. R. Bioorthogonal Chemistry: Fishing for Selectivity in a Sea of Functionality. Angew. Chem. 
Int. Ed. 2009, 48, 6974. 
23
 Sletten, E. M.; Bertozzi, C. R. From Mechanism to Mouse: A Tale of Two Bioorthogonal Reactions. 
Acc. Chem. Res. 2011, 44, 666. 
24
 Chang, P. V., et al. Copper-free click chemistry in living animals. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 2010, 
107, 1821. 
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II/-2- L'oxyde de nitrile comme dipôle  
Les oxydes de nitrile sont des dipôles intéressants pour leur réactivité avec les alcynes en 
cycloaddition 1,3-dipolaire (NOAC), ils peuvent conduire à la formation de nombreux 
hétérocycles (isoxazole, isoxazolines, oxadiazoles…) selon la nature du dipolarophile utilisé.  
La cycloaddition des oxydes de nitrile ne nécessite généralement pas de catalyseur métallique 
(non régiosélectif), elle est en général plus rapide que celle impliquant les azotures
25
 avec des 
dipolarophiles activés. L’intérêt de ces couplages a été illustré récemment par la préparation 
d’oligonucléotides
26
  et de glycoconjugués stéroïdiens dérivés de l’isoxazole
27
.  
 
 
Schéma 3 : Réaction 1,3-dipolaire d'un oxyde de nitrile avec les alcynes (NOAC) 
Ce dipôle est de plus en plus utilisé dans le domaine de la chimie "click"
28
. Concernant les 
limitations, on note que l’utilisation d’un métal de transition (cuivre, ruthénium) est nécessaire 
pour l’obtention régiosélective du cycloadduit 3,5-isoxazoline. De plus, l’instabilité du dipôle 
(dimérisation, très réactif avec un nucléophile) oblige à sa génération in situ, le plus souvent à 
partir d’aldoxime (en présence de chloramine-T ou d’autres agents oxydants) ou du dérivé 
halogéné (Schéma 4).  
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
25
 Sanders, B. C., et al. Metal-free sequential [3+2]-dipolar cycloadditions using cyclooctynes and 1,3-
dipoles of different reactivity. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 949. 
26
 Singh, I., et al. Fast, copper-free click chemistry: a convenient solid-phase approach to oligonucleotide 
conjugation. Chem. Commun. 2009, 3276 ; Gutsmiedl, K., et al. Copper-free "click" modification of DNA 
via nitrile oxide-norbornene 1,3-dipolar cycloaddition. Org. Lett. 2009, 11, 2405. 
27
 Wankhede, K. S., et al. Synthesis of novel isoxazole-linked steroidal glycoconjugates—an application 
of a novel steroidal nitrile oxide. Tetrahedron Lett. 2008, 24, 2069. 
28
 Pour une revue récente, voir : Heaney, F. Nitrile oxide/alkyne cycloadditions — a credible platform for 
synthesis of bioinspired molecules by metal-free molecular clicking. Eur. J. Org. Chem. 2012, 3043. 
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Schéma 4 : Formation en deux étapes des oxydes de nitrile 
 
III/- Les réactions de chimie "click" fluorogéniques 
 
III/-1- Les réactions CuAAC fluorogéniques 
 
La chimie "click" est devenue la technique la plus utilisée pour le marquage fluorescent de 
composés chimiques ou de biomolécules. Pour cela, il existe deux méthodes possibles : soit un 
fluorophore fonctionnalisé est directement fixé sur l’entité à détecter, soit un couplage est 
effectué entre des précurseurs peu ou pas fluorescents, qui lors de la formation du triazole, 
émettent un fort signal de fluorescence (réaction fluorogénique). C’est la seconde méthode qui a 
particulièrement retenu notre attention (Figure 11). 
 
!
Figure 11 : Chimie "click" fluorogénique alcyne-azoture  
Depuis quelques années, ces réactions particulières ouvrent la voie à de nouvelles applications 
(biologie cellulaire, protéomique, découverte de médicaments) grâce à la détection facilitée de 
l’assemblage par fluorescence. Le premier précurseur développé, fut un dérivé de coumarine, sur 
lequel un alcyne ou un azoture est greffé (Fig. 12 – composés 1 et 2)
29
. Les précurseurs, portant 
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29
 Sivakumar, K., et al. A fluorogenic 1,3-dipolar cycloaddition reaction of 3-azidocoumarins and 
acetylenes. Org. Lett. 2004, 6, 4603 ; Zhou, Z.; Fahrni, C. J. A fluorogenic probe for the copper(I)-
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les fonctions azoture ou alcyne, sont faiblement fluorescents alors que la formation du 
cycloadduit induit un fort signal de fluorescence. Les études photophysiques ont montré que les 
propriétés de fluorescence de la coumarine étaient dépendantes de la nature des substituants en 
positions 3 et 7 (électro-donneurs ou attracteurs). C’est sur ces propriétés que les chimistes vont 
devoir jouer pour mettre au point des systèmes fluorogéniques efficaces
30
.  
 
"
Figure 12 : Précurseurs utilisés pour les réactions CuAAC fluorogéniques 
 
Par la suite, différents motifs ont été développés pour les couplages CuAAC fluorogéniques, 
comme  les dérivés du 1,8-naphtalimide (Fig. 12, composés 3 et 4)
31
, de l’anthracène (Fig. 12, 
composé 5)
32
, du benzothiazole (Fig. 12, composé 7)
33
 ou encore de BODIPY (Fig. 12, composé 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""""""""""""""""""
catalyzed azide-alkyne ligation reaction: modulation of the fluorescence emission via 3(n,π*)−1(π,π*) 
inversion. J. Amer. Chem. Soc. 2004, 126, 8862. 
30
 Le Droumaguet, C., et al. Fluorogenic click reaction. Chem. Soc. Rev 2010, 39, 1233. 
31
 Sawa, M., et al. Glycoproteomic probes for fluorescent imaging of fucosylated glycans in vivo. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U S A 2006, 103, 12371. 
32
 Xie, F., et al. A fluorogenic ‘click’ reaction of azidoanthracene derivatives. Tetrahedron 2008, 64, 2906. 
33
 Qi, J.; Tung, C.-H. Developmen of benzothiazole 'click-on' fluorogenic dyes. Bioorg. Med. Chem. Lett. 
2011, 21, 320. 
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34
. Ces systèmes ont montré leur intérêt pour la détection de l’assemblage de macromolécules 
(nucléosides, protéines, sucres)
35
, dans des systèmes biologiques complexes comme les cellules 
ou même sur modèle animal
36
. 
 
III/-2- Les réactions fluorogéniques "propres" 
Les limitations de l'utilisation du cuivre(I) dans la synthèse d’édifices bioactifs ont aussi amené à 
développer des alternatives sans métal pour les réactions fluorogéniques. On peut penser qu’une 
telle réaction pourrait constituer la nouvelle génération de ces réactions de couplage.  
 
 
 
Figure 13 : Précurseurs bioorthogonaux fluorogéniques 
  
 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
34
 Wang, C., et al. Tuning the optical properties of BODIPY dye through Cu(I) catalyzed azide-alkyne 
cycloaddition (CuAAC) reaction. Sci. China Chem. 2012, 55, 125. 
35
 A titre d'exemple, voir : Chehrehasa, F., et al. EdU, a new thymidine analogue for labelling proliferating 
cells in the nervous system. J. Neurosci. Methods 2009, 177, 122. 
36
 Kolb, H. C.; Sharpless, K. B. The growing impact of click chemistry on drug design. Drug Discov. 
Today 2003, 8, 1128 ; Prescher, J. A.; Bertozzi, C. R. Chemistry in living systems. Nature Chem. Biol. 
2005, 1, 13 ; Kele, P., et al. Clickable fluorophores for biological labeling—with or without copper. Org. 
Biomol. Chem. 2009, 7, 3486. 
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Dans la littérature, les prémices de ces systèmes sont en cours de développement. En 2011, 
Jewett et Bertozzi ont synthétisé un cycle cyclooctyne fusionné avec une coumarine, capable 
d’engendrer la première réaction bioorthogonale fluorogénique (Fig. 13 –composé 1)
37
. En 2012, 
un second cyclooctyne ayant les mêmes propriétés a été mis au point par Boons pour le marquage 
de protéines
38
. Enfin, des précurseurs azidofluorescéines peu fluorescents, couplés avec des 
cyclooctynes (DIFO et BARAC) ont aussi été décrits récemment
39
. 
En conclusion, nous remarquons qu'à ce jour les réactions de couplage SPAAC sont les plus 
efficaces des réactions non catalysées par un métal. Elles offrent de nombreuses applications, et 
sont les seules à être applicables in vivo. Leur principale limitation est liée à l’accessibilité des 
précurseurs (coût élevé).  
III-3/- Plan général du manuscrit  
Rappelons que le projet a pour objectif la conception et la synthèse de molécules complexes 
bioactives. Pour cela, il faut disposer d'une méthode de synthèse efficace, modulable et la plus 
biocompatible possible. En effet, nous envisageons de pouvoir effectuer les réactions de couplage 
en présence de la cible biologique choisie (protéines, acides nucléiques). 
Nous nous sommes donc fixés un cahier des charges précis : réaction dans l'eau, à température 
ambiante, à pH neutre, sans catalyseur métallique, et applicable à une grande variété de synthons 
(molécules de synthèse et biologiques). Afin de faciliter le suivi et la quantification des réactions, 
il nous a paru indispensable de mettre au point une méthode de couplage fluorogénique.  
Comme nous l'avons montré ultérieurement, les différentes méthodes "click" disponibles à ce 
jour, ne répondent pas complètement à notre cahier des charges.  Nous avons donc décidé 
d'étudier en détail une réaction déjà utilisée dans l'équipe pour la préparation de molécules 
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" """"""""""""""""""""
37
 Jewett, J. C.; Bertozzi, C. R. Synthesis of a fluorogenic cyclooctyne activated by Cu-free click 
chemistry. Org. Lett. 2011, 13, 5937. 
38
 Friscourt, F., et al. A fluorogenic probe for the catalyst-free detection of azide-tagged molecules. J. 
Amer. Chem. Soc. 2012, 134, 18809 ; Friscourt, F., et al. Polar dibenzocyclooctynes for selective labeling 
of extracellular glycoconjugates of living cells. J Am Chem Soc 2012, 134, 5381. 
39
 Yao, J. Z., et al. Fluorophore targeting to cellular proteins via enzyme-mediated azide ligation and 
strain-promoted cycloaddition. J. Amer. Chem. Soc. 2012, 134, 3720. 
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bioactives (antibactériens, antioxydants), et d'explorer son utilisation en chimie "click". Cette 
réaction est un couplage 1,3-dipolaire mettant en jeu un ylure de pyridinium et un alcyne, et 
conduit à la formation d'une indolizine, hétérocycle très fluorescent (Schéma 5). 
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Schéma 5 : Cycloaddition 1,3-dipolaire entre ylures de pyridinium et alcynes  
L’objectif de ce travail est de développer une nouvelle alternative "propre" et peu coûteuse, à 
partir de synthons facilement fonctionnalisables : un sel de pyridinium précurseur de l'ylure 
correspondant d’un coté, et un dipolarophile réactif de l’autre (Figure 14). Pour réaliser ce projet 
nous avons travaillé sur les différents partenaires de la réaction en cherchant à optimiser leur 
synthèse et leur réactivité. 
 
Figure 14 : Mise au point d’une version "click" fluorogénique avec des ylures de pyridinium 
Le premier chapitre a trait au développement des dipolarophiles. Les synthèses de différents 
alcynes déficients en électrons seront présentées. La première partie est consacrée à la mise au 
point d'une voie de synthèse biocatalysée de dérivés de l'acide propiolique. Puis, nous avons 
envisagé de fixer la triple liaison sur des hétérocycles déficients en électrons. Nous décrirons leur 
synthèse ainsi qu'une étude comparative de leur réactivité en cycloaddition 1,3-dipolaire avec 
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l'azoture de benzyle choisi comme référence. Le but est de sélectionner le ou les molécules les 
plus réactives. 
Le second chapitre décrit le travail d'optimisation effectué sur les ylures de pyridinium. Nous 
avons synthétisé une série de sel de pyridinium, et leurs analogues polycycliques, étudié leurs 
propriétés physicochimiques, puis comparé leur réactivité en cycloaddition 1,3-dipolaire à 
température ambiante. Afin de rationnaliser les résultats obtenus, une étude théorique du 
mécanisme réactionnel a été effectuée. 
Enfin dans le troisième chapitre, nous aborderons le développement de la réaction mise au point 
comme outil de couplage. Pour cela, différentes méthodes de fonctionnalisation des sels de 
pyridinium seront présentées et discutées. Deux applications potentielles seront exposées : 1) 
l'utilisation de l'indolizine centrale comme plateforme multimérique fluorescente et  2) la 
synthèse de molécules dimériques dérivées de tacrine, intéressantes comme inhibiteurs de 
l'acétylcholinestérase. Ces derniers travaux sont actuellement en cours de développement au 
laboratoire et je n'en présenterai que les premiers résultats préliminaires. 
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Dans ce premier chapitre nous allons décrire les synthèses réalisées pour la fonctionnalisation 
du synthon jouant le rôle de dipolarophile dans les futures réactions d’assemblage. Deux 
séries d'alcynes ont été préparées :  
1) les esters et amides propioliques déjà connus pour être de bons dipolarophiles et pour 
lesquels nous avons développé une synthèse biocatalysée très sélective  
2) les alcynes portés par des hétérocycles déficients en électrons afin d'étudier l’effet du 
système aromatique sur la polarisation et ainsi l’activation de la triple liaison.  
A la fin de ce chapitre, nous présenterons la réactivité de ces derniers alcynes avec un azoture 
type, dipôle le plus exploité à ce jour. Ces réactions alcyne-azoture ne font pas l'objet de ce 
travail de thèse mais donnent quelques indications sur la réactivité comparée des alcynes que 
nous avons préparés.  
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PARTIE A : Synthèse d’alcynes activés dérivés du propiolate d’éthyle : approche 
biocatalytique utilisant les lipases 
Les alcynes dérivés de l’acide propiolique présentent une bonne réactivité en cycloaddition 
1,3-dipolaire, en conditions douces et en absence de catalyseur métallique avec les azotures1. 
Malgré l’importante polarisation de la triple liaison, un mélange de régioisomères triazoliques 
substitués en 1,4 et 1,5 est obtenu en quelques heures, dans l’eau et à température ambiante.  
Les dipolarophiles les plus utilisés sont des mono et di-esters propioliques et plus récemment 
des propiolamides. 
La synthèse d’alcynes nécessite généralement l’emploi d’agents de couplage bien connus de 
la chimie des peptides, comme les carbodiimides (DCC ou EDC) et met en jeu une amine ou 
un alcool et l’acide propiolique2. Ces méthodes permettent d’obtenir l'ester ou l'amide désiré 
avec des rendements souvent moyens et nécessite l’utilisation d’un Dean-Stark pour éliminer 
l’eau formée au cours de la réaction. Une seconde méthode d’activation de l’acide 
carboxylique consiste à générer le chlorure d’acide in situ en présence de PCl5, cette dernière 
voie n’a été que peu exploitée avec l’acide propiolique3. La synthèse des propiolamides a été 
également décrite à partir de l’anhydride propiolique, généré à partir de l’acide propiolique et 
du DCC, également avec des rendements variables. En effet, le challenge de cette synthèse 
repose sur le contrôle de la régiosélectivité entre l’addition en 1,2 ou en 1,4 du nucléophile sur 
le motif propiolique (Figure 15). L’acide propiolique silylé est intéressant comme acide de 
départ du fait de la limitation de l’addition en 1,4 des nucléophiles4. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
1 Pour une revue sur le sujet voir : Katritzky, A. R., et al. 1, 2, 3-triazole formation under mild 
conditions via 1, 3-dipolar cycloaddition of acetylenes with azides. Heterocycles 2003, 60, 1225. 
22 Blanchard, C., et al. Lithium bis(diisopropylamino)boracetylide [LiC≡CB(NPr-i2)2]. A new reagent 
for the preparation of terminal alkynes. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 8863 ; Coppola, G. M.; Damon, R. 
E. Acetylenic amides. 1. Synthesis of N-substituted-2-propynamides. Synth. Commun. 1993, 23, 2003 
; Ramachandran, P. V., et al. Stereoslective synthesis of hex-2-(E)-en-4-yn-1,6-dioates and E,Z-
muconic acid diesters via organo-catalyzed self-coupling of propiolates. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 
2547. 
3 Balfour, W. J., et al. Preparation and characterization of propiolyl chloride. J. Org. Chem. 1974, 39, 
725. 
4 Andreev, M. V., et al. Highly efficient desilylation of 3-trimethylsilylprop-2-ynamides by the action 
of KF-Al2O3. Russian Journal of Organic Chemistry 2012, 47, 1797 ; Medvedeva, A. S., et al. One-
pot synthesis of 3-(trimethylsilyl)propynamides. Russ. J. Org. Chem. 2010, 46, 1466. 
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Figure 15 : Réactivité des nucléophiles sur le propiolate d’éthyle 
En 1989, l’équipe de Gotor a montré que l’on pouvait réaliser la réaction d'amidation sur des 
amines aromatiques telle que l’aniline avec un propiolate d’alkyle en présence de la lipase 
Candida cylindracea (nommée à présent Candida rugosa ou par simplification CRL) dans un 
solvant apolaire : le tétrachlorure de carbone (CCl4)
5. Cette équipe a par ailleurs indiqué que 
la réaction n’était pas applicable aux amines aliphatiques pour lesquelles seul le produit 
d’addition 1-4 était obtenu. En 2005, cette même équipe a montré la possibilité de former une 
liaison amide régiosélectivement à partir d’acrylate d’éthyle et d'ammoniaque en présence de 
la lipase Candida antartica B (ou CAL B)6.  
Les lipases sont des enzymes connues pour hydrolyser des esters en milieux aqueux et 
catalyser des réactions de trans-estérification en solvants organiques. Elles ont trouvé de 
nombreuses applications industrielles, notamment grâce à leur très bonne stabilité en milieu 
organique, une haute activité catalytique, l’absence de cofacteur, leur facilité d’accès 
(commercialement disponibles) et leur utilisation sur une large gamme de substrats. 
L’utilisation d’enzymes en solvant organique est un domaine qui ne cesse de se développer 
pour une catalyse plus "propre" de réactions chimiques classiques. Elles permettent des 
synthèses plus sélectives et des conditions opératoires généralement plus douces (économie 
d’énergie). Les enzymes peuvent ainsi remplacer certains réactifs ou catalyseurs (économie 
d’atomes), et ont l’avantage d’être non toxiques, réutilisables, et le plus souvent 
régiosélectives. Actuellement, cet aspect de l’enzymologie connait un fort engouement avec le 
développement de techniques alternatives compatibles avec la biocatalyse en solvant 
organique (micro-ondes, ultrasons, liquides ioniques...)7. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
5 Puertas, S., et al. Lipase catalyzed aminolysis of ethyl propiolate and acrylic esters. Synthesis of 
chiral acrylamides. Tetrahedron 1993, 49, 4007 ; Rebolledo, F., et al. Enzymatic synthesis of 
propargylamides. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5345. 
6 Sanchez, V., et al. Highly efficient enzymatic ammonolysis of α,β-unsaturated esters. Synlett 1994, 
529. 
7 Sheldon, R. A., et al. Biocatalysis in ionic liquids. Green Chem. 2002, 4, 147. 
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Les réactions de trans-estérification et d’amidation en présence de lipases ont fait l’objet de 
nombreuses publications mettant en jeu divers nucléophiles (alcools, amines…) et des esters 
aliphatiques ou acryliques. On comprend ainsi leur potentiel pour la formation régiosélective 
des liaisons carbone-hétéroatome. Cependant, au moment de cette étude, seule l’équipe de 
Gotor avait, dans des conditions non optimales, montré une application possible de ces 
biocatalyseurs avec les esters propioliques. 
Nous avons choisi d'étudier cette méthode biocatalysée pour la fonctionnalisation des 
dipolarophiles. Les synthèses ont été mises au point à partir du propiolate d’éthyle 
(commercialement disponible) et de nucléophiles modèles (benzylamine, alcool benzylique et 
phénylméthanethiol). Le criblage de différentes lipases ainsi que les optimisations ont été 
effectués dans le but de définir les conditions optimales de formation des dérivés 
propiolamides ou propioesters. La généralisation et l’applicabilité de ces méthodologies sur 
divers substrats (plus complexes) seront également discutées. 
 
I/- Synthèse biocatalysée de dérivés propiolamides 
La mise au point d’une version biocatalysée a débuté par l’optimisation de la réaction entre la 
benzylamine et l’ester propiolique en solvant organique. En absence d’enzymes, une réaction 
d’addition nucléophile en 1,4 de type Michael se produit, et mène à un mélange d’amino-
acrylates d'éthyle Z/E avec un ratio 2 : 1 en faveur de l’isomère Z. Cette réaction est favorisée 
en milieu polaire (CH3CN, MeOH, DMF) et mène en moins d’une heure à une conversion 
totale de l’amine de départ (Schéma 6)8.  
NH2
NH CO2Et
Ph
NH
CO2Et
Ph
addition 1,4
Z E
CO2Et
solvant 
organique
!
Schéma 6 : Réaction non catalysée de la benzylamine et du propiolate d’éthyle 
 
Le choix du solvant va jouer un rôle primordial dans cette étude : il devra limiter l’addition de 
type Michael tout en favorisant une conformation du site actif propice à l’addition nucléophile 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
8 Sirijindalert, T., et al. Novel synthetic route to 1,4-dihydropyridine from ß-amino acrylates by using 
titanium(IV) chloride under facile conditions. Tetrahedron 2010, 66, 5161 ; Bottomley, W. Reaction 
of amines with methyl propiolate. Tetrahedron Lett. 1967, 1997. 
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en 1,2. Lorsque nous avons commencé ce travail, le seul solvant décrit comme compatible 
avec une réaction d'amidation impliquant une amine aliphatique était le tétrachlorure de 
carbone, solvant toxique et polluant. 
 
I/-1- Criblage des enzymes en solvant apolaire 
La première partie de cette étude a consisté en une évaluation de l’activité enzymatique de 
différentes lipases commercialement disponibles et stables en milieu organique. Nous avons 
ainsi testé: 
-lipase Candida rugosa (CRL) utilisée pour l’amidation d’amines aromatiques : enzyme non 
supportée, de type VII,  avec ≥700 U/mg de solide, fournisseur Sigma-Aldrich  
-lipase Candida antartica B (CAL B), supportée sur résine acrylique, la plus utilisée pour les 
réactions de trans-estérification impliquant les acrylates d’alkyles, fournisseur Sigma-Aldrich 
-lipase pancréatique de porc de type II (PPL), 190 U/mg protéine, fournisseur Sigma-Aldrich 
-lipase immobilisée sur Sol-Gel-Ak, extraite de Pseudomonas cepacia (Ps.C), fournisseur 
Fluka (47,4 U/g), fournisseur Biochemika 
-lipase Candida antartica A (Lipozyme RH ou LIP), supportée sur résine acrylique, 7800 
U/g) fournisseur Novozymes 
Les réactions ont été réalisées à 40°C dans des ballons mono-col laissés ouverts et agitées 
magnétiquement une nuit, avant d’être stoppées par filtration de l’enzyme, puis évaporation 
du solvant. Les solvants choisis sont en majorité apolaires (tBME, toluène, dioxane…) pour 
défavoriser l’addition 1,4. 
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Schéma 7 : Réaction biocatalysée de la benzylamine avec le propiolate d’éthyle 
En présence d'enzyme, on observe généralement la formation de quatre produits: le 
propiolamide 2, issu de l’addition en 1,2 de la benzylamine (produit souhaité), les amino-
acrylates d’éthyles 3 et 4 issus de l’addition en 1,4 de type Michael et le composé 5 résultant 
d’une double addition 1,4 (Schéma 7).  Le contrôle de la régiosélectivité de l’addition de 
l’amine est donc le point crucial dans la mise au point de cette méthodologie. 
Les mélanges réactionnels ont été analysés par RMN du proton (CDCl3, 400 MHz) après 
filtration et lavages de l’enzyme (DCM et MeOH), afin de récupérer tout les produits. Une 
fois le solvant évaporé, les spectres des mélanges réactionnels bruts ont été comparés aux 
données de la littérature. Les rendements décrits correspondent aux pourcentages de 
conversion et non aux produits isolés (qui nécessitent parfois des étapes de purification par 
chromatographie sur colonne). Pour cela, en RMN, nous avons utilisé les rapports d’intensité 
relative des signaux caractéristiques de chacun des produits de la réaction. Le propiolamide 2 
est caractérisé par un singulet (CH) à 2,85 pm (4,17 ppm dans le DMSO-d6) et par le doublet 
du CH2 à 4,25 ppm. La différenciation entre les deux amino-acrylates, Z et E (3 et 4), s’est 
faite par le déplacement chimique du multiplet correspondant au CH de la double liaison à 
6,92-6,97 ppm pour 3 et 7,61-7,66 ppm pour 4. Enfin, le produit 5 est identifié par la présence 
d'un doublet à 6.00 ppm (CH) et d'un multiplet à 9,30 ppm (NH) (Tableau 1). 
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Entrée Lipase Solvant 2 4(E) 3 (Z) 5 
1 CRL EOP 0 37 63 0 
2 CRL Dioxane 0 41 59 0 
3 CRL Isooctane 0 nd 37 48 
4 CRL CH3CN 0 38 55 6 
5 CRL Toluène 20 30 50 0 
6 CRL tBME 7 37 54 1 
 
7 CAL B EOP 0 nd 25 59 
8 CAL B MOI 0 33 67 0 
9 CAL B MOP 0 0 18 63 
10 CAL B Acétonitrile 5 43 53 0 
11 CAL B 2-MeBut-2-ol 30 24 30 15 
12 CAL B Dioxane 93 0 2 4 
13 CAL B Isooctane 78 traces 4 13 
14 CAL B CH3CN
 39 21 35 4 
15 CAL B Toluène 93 0 7 traces 
16 CAL B tBME 98 0 0 2 
 
17 PPL EOP 2 36 61 0 
18 PPL MOI 0 41 59 0 
19 PPL MOP 0 37 62 1 
20 PPL Dioxane 6 35 58 0 
21 PPL Isooctane 0 39 57 3 
22 PPL CH3CN 0 29 41 23 
21 PPL Toluène 0 41 59 0 
22 PPL tBME 8 35 50 2 
 
23 Ps.C Dioxane 0 33 67 0 
24 Ps.C tBME 5 35 56 4 
 
25 LIP Dioxane 15 30 51 3 
26 LIP tBME 63 11 19 5 
Tableau 1 : Influence de la nature du solvant et de l’enzyme sur la réaction de la benzylamine 
avec le propiolate d’éthyle 
La réaction a été réalisée à 40°C, une nuit sous agitation douce, en présence de 1.1 eq. de propiolate d’éthyle. Enzymes : 
CRL : Candida rugosa lipase ; PPL : Porcine pancreatic lipase ; CAL B : Candida antartica lipase B ; LIP : lipozyme RM ; 
Ps.C : Pseudomonas cepacia ; EOP= [EOPip][NTf2]= bis(trifluorométhanesulfonyl)imidure de 1-éthyl-1-octyl-
pipéridinium; MOI= [MOIm][NTf2]= bis(trifluoro- méthanesulfonyl)imidure de 1-méthyl-3-octyl-imidazolium; MOP= 
[MOPyrro][NTf2]= bis(trifluorométhanesulfonyl)imidure de 1-méthyl-1-octyl-pyrrolidinium. 
 
Parmi les cinq enzymes testées dans cette étude, CAL B a montré une excellente sélectivité 
pour l’addition en 1,2 avec un taux de formation de plus de 90%. L’enzyme LIP est également 
capable de catalyser la formation de l’amide dans le tBME mais avec une moins bonne 
sélectivité. Par ailleurs, l’enzyme CRL capable de catalyser pour les amines aromatiques cette 
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même réaction, n’a pas montré d’activité en série aliphatique comme cela avait été observé 
par Gotor. Il en est de même pour les enzymes PPL et Ps.C.!
Dans tous les cas, la conversion est quantitative après une nuit d’agitation à 40°C. Les 
produits obtenus sont fortement dépendants de l’enzyme ainsi que de la nature du solvant 
utilisé. Les additions en 1,2 sont favorisées dans les solvants apolaires comme le toluène 
(polarité relative 0.099), le dioxane (0.164) ou encore le tBME (0.124). Ces solvants sont une 
bonne alternative à l’utilisation de CCl4 (0.052). Les liquides ioniques quant à eux, sont très 
favorables à l’addition 1-4 avec de faibles variations observées selon le liquide ionique utilisé. 
Le développement de ces procédés en liquides ioniques ne sera donc pas une option 
intéressante pour nos applications. 
Ce procédé enzymatique a l’avantage d’être simple à mettre en œuvre, très sélectif, et ouvre la 
voie à la fonctionnalisation de nos dérivés aminés et leur potentiel couplage successif en "un 
pot". Pour cela, une optimisation a été réalisée dans le but de former uniquement le produit 
d’addition 1,2. 
 
I/-2- Optimisation de la réaction d’amidation en présence de CAL B 
L’enzyme CAL B a été sélectionnée pour le développement de cette voie d’accès aux 
propiolamides aliphatiques. L’enzyme Novozyme 435(CAL B), testée auparavant, est connue 
pour son taux de conversion élevé pour la synthèse régiosélective d’acrylamides et présente 
une très bonne stabilité en solvant organique9. L’immobilisation, par adsorption sur support 
solide, autorise des températures de réactions proches de 100°C sans dénaturation. Cette 
enzyme a montré des activités catalytiques sur un grand nombre de réactions (additions 1,2 et 
1,4) et de substrats. 
Au niveau du site actif de CAL B, l’équipe de Castillo a montré que les solvants apolaires ne 
venaient pas modifier sa conformation, à la différence des solvants polaires10. Ceci peut 
mener à un contrôle possible de la régiosélectivité de l’addition par la polarité du solvant 
utilisé. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
9 Torre, O., et al. Study of the chemoselectivity in the aminolysis reaction of methyl acrylate catalysed 
by Lipase B from Candida antartica. Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1007. 
10 Priego, J., et al. Solvent engineering: an effective tool to direct chemoselectivity in a lipase-
catalyzed Michael addition. Tetrahedron 2009, 65, 536. 
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Le mécanisme catalytique de l’addition régiosélective en 1,2 pourrait donc être relié à la 
présence de la "poche oxyanion" au niveau du site actif (Thr10 et Gh106) qui positionne et 
stabilise la fonction carboxylique pendant que la paire His224-Asp187 facilite le transfert de 
proton (Figure 16). 
!
Figure 16 : Hypothèse sur le positionnement de la benzylamine et du propiolate d’éthyle dans 
le site actif de CAL B suivant la représentation de Castillo10  
L’étude de différents paramètres a été entreprise pour la synthèse catalysée par CAL B du N-
benzyl propiolamide en milieu apolaire. La difficulté de la mise au point d’une réaction 
enzymatique (optimisation) est le nombre de facteurs pouvant influencer la sélectivité. 
L’attention a été portée sur la température, la stœchiométrie, le facteur de dilution, la quantité 
d’enzyme ou encore l’ordre d’introduction des réactifs. Concernant le temps de réaction, nous 
avons essayé de le réduire au maximum par activation sous irradiation micro-ondes ou 
ultrasons, outils ayant déjà fait leurs preuves en enzymologie. Les expériences ont été répétées 
deux à trois fois en cas de non reproductibilité, les résultats sont rassemblés dans le Tableau 2. 
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Entrée Solvant T (°C) Temps 1,2 1,4-E 1,4-Z Z/E 
1 tBME 50°C 5h 74 8 14 3 
2 tBME 50°C 24h 83 0 0 16 
3 tBME 50°C 48h 83 0 0 16 
4 tBME 40°Ca 14h 98 0 2 0 
5 tBME 60°C 5h 75 7 11 5 
 
6 toluène 50°C 24h 58 9 17 16 
7 toluène 50°C 48h 62 0 7.5 30 
8 toluène 40°Ca 14h 93 0 7 0 
 
9 dioxane 50°C 24h 33 6 22 37 
10 dioxane 40°Ca 14h 93 0 2 4 
11 Dioxane sec 50°C 24h 53 11 25 11 
 
12 tBMEb 50°C 5h 66 12 20 8 
13 tBMEc 50°C 5h 90 3 6 0 
        
Tableau 2 : Optimisation de la réaction catalysée par CAL B entre la benzylamine et le 
propiolate d’éthyle 
La benzylamine a été ajoutée à la suspension d’enzyme CAL B dans le solvant, le mélange réactionnel est agité une minute 
aux ultrasons avant l’addition du propiolate d’éthyle. Les mélanges sont placés dans un thermo-shaker à la température 
choisie. a/ agitation magnétique b/ propiolate d’éthyle ajouté avant la benzylamine c/ le mélange de benzylamine et d'enzyme 
est agité 5 minutes avant l’addition du propiolate d’éthyle  
Les réactions ont tout d’abord été réalisées à 50°C, nous avons observé que la conversion de 
l’amine de départ était totale en 24h et qu’à partir de ce moment-là, la durée de réaction 
n’avait plus d’influence sur la formation du propiolamide. Ceci vient confirmer la stabilité de 
ce produit en présence de nucléophiles à cette température (entrées 1 à 3).  
Il est généralement admis que l’activité catalytique de la lipase CAL B se situe dans une 
gamme de température allant de 40°C à 60°C. L’augmentation de la température induit le plus 
souvent une augmentation de la conversion parfois au dépend d’une perte de la sélectivité. 
Nous avons constaté que la réaction dans le tBME était plus régiosélective à 40°C, la réaction 
à 60°C favorisant une réaction de double addition (entrées 3 à 5). 
Dans la compétition entre addition 1,2 versus 1,4, il a semblé judicieux de voir l’effet de la 
concentration des réactifs de départ. En effet, une controverse existe entre les équipes de 
Gotor et Castillo qui obtiennent des résultats inverses sur l’effet de la polarité du solvant sur 
CAL B. Ces différences semblent venir de l’utilisation de milieux réactionnels de 
concentrations différentes. Nous avons observé que plus le milieu est dilué plus la réaction est 
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sélective en faveur de l'addition en 1,2. La conversion de l’amine primaire reste toujours 
complète après 18h de réaction dans le dioxane. Une hypothèse probable est que la dilution 
limite les réactions en 1,4 pouvant se produire en absence d’enzymes.  
L’effet de la stœchiométrie des réactifs a été étudié à 40°C dans le dioxane. Il n’y a pas de 
différence dans le pourcentage respectif des produits obtenus que l’on introduise 1, 3 ou 5 
équivalents de propiolate d’éthyle.  
Un autre paramètre est la quantité d’enzyme introduite, et comme l'ont indiqué les autres 
équipes, nous n’avons pas observé de rôle déterminant dans la sélectivité mais uniquement 
une petite contribution dans la vitesse de réaction. 
Un dernier paramètre analysé est l’ordre d’addition des réactifs. Nous avons soit mélangé 
l’enzyme et la benzylamine (homogénéisation par agitation aux ultrasons une minute), puis 
déclenché la réaction par l’addition du propiolate d’éthyle, soit ajouté d’abord le propiolate 
d’éthyle avec l’enzyme. Nous avons observé un effet important sur la régiosélectivité de la 
réaction (entrées 12 versus 13) laissant penser à une pré-organisation possible de la 
benzylamine au niveau du site actif de CAL B. Par ailleurs, précisons qu’une addition lente et 
fractionnée du propiolate d’éthyle vient également favoriser l’addition régiosélective en 1,2. 
A partir de ces essais, il est apparu que le meilleur rendement en N-benzyl propiolamide 2 
était obtenu en utilisant CAL B dans le tBME ou le dioxane, et en ajoutant goutte à goutte le 
propiolate d’éthyle préalablement dilué dans le solvant organique. Le mélange réactionnel est 
alors agité une nuit à 40°C, avant d’être filtré pour éliminer l’enzyme. La conversion à plus de 
90% de la benzylamine en amide mène après purification sur colonne à un rendement de 67% 
pour le produit isolé 2. La synthèse chimique, la plus employée, utilisant le DCC pour cette 
même molécule, mène à un rendement allant de 20 à 80%11. 
!
I/-3- Application de cette méthodologie ,verte, à d’autres amines: 
Les conditions expérimentales à présent optimisées, nous avons voulu voir si cette 
méthodologie était applicable à des amines plus complexes. En effet, les réactions 
enzymatiques sont fortement dépendantes du substrat de départ (positionnement dans le site 
actif). Différents réactifs ont été testés, allant des petites molécules (propargylamine, 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
11 A titre d'exemple voir la synthèse de Coppola : Coppola, G. M.; Damon, R. E. Acetylenic amides. 1. 
Synthesis of N-substituted-2-propynamides. Synth. Commun. 1993, 23, 2003. 
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aminoacétaldéhyde diéthyl acétal, amino-acide) à des systèmes contenant des cycles 
aromatiques (quinoléine, naphtalimide, quinazoline). Les rendements obtenus, après 
purification, pour les dérivés propiolamides sont présentés dans le Tableau 3. 
La réaction a pu être appliquée avec succès à la synthèse du propargylamide 7 (entrée 1) avec 
un très bon rendement ou encore au propiolamide 9 contenant une fonction acétal (entrée 2). 
Lorsque la "petite" molécule ne porte qu’une seule fonction réactive, les conditions optimisées 
semblent être efficaces, cependant, la présence d’une seconde fonction peut perturber 
l’interaction avec le site actif et rendre la réaction impossible comme avec l’amino-acide 10, 
qui se retrouve intact à la fin de la réaction (entrée 3). Pour l’exemple, nous avons également 
testé cette méthode sur une amine secondaire (11), nous n’avons observé aucune réaction en 
1,2 mais par contre un très bon rendement pour le produit d’addition 1,4 12 avec une 
sélectivité pour l’isomère E (entrée 4). 
La réaction a été utilisée avec des systèmes de plus haut poids moléculaire comme les dérivés 
de naphtalimide 14 et 16 obtenus avec des rendements très corrects (entrées 5 et 6). La 
présence de fonctions additionnelles - amines secondaires aromatiques dans 19-22 ou amides 
cycliques dans 20 et 21 - mène à la formation de produits secondaires (entrées 8-11). Dans ces 
cas, même si le produit d’addition 1,2 a été formé, les mélanges réactionnels n’ont pas été 
purifiés et analysés. Par contre, la présence de fonctions amines tertiaires ne semble pas être 
un frein à la biosynthèse de dérivés propiolamides (entrée 6).   
En conclusion, la réaction entre le propiolate d’éthyle et la benzylamine catalysée par les 
lipases a été optimisée pour la formation de propiolamides au dépend des amino-acrylates. La 
réaction effectuée à 40°C, en présence de CAL B, en solvants apolaires, à de faibles 
concentrations en réactifs, permet une synthèse quasi régiosélective. Le potentiel de cette 
nouvelle alternative ,propre, a été démontré pour la synthèse d’entités chimiques complexes, 
particulièrement intéressantes pour les réactions de cycloaddition [3+2]. 
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Entrée Amine initiale Produit majoritaire (% produit isolé) 
1 NH2
6 ! N
H
O
7 (95%) !
2 
NH2
MeO
OMe
8 !
NH
O
MeO
OMe
9 (45%) !
3 H2NCH2CO2H 
10 
Pas de réaction 
 
4 
NH
O
11 !
N
CO2Et
O
12 (90%) !
5 
N
O
O NH2
13 !
N
O
O HN
O
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N
O
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N
!
N
O
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N
!
7 
N
H
NH2
17 !
N
H
NH
O
18 (33%) !
8 
!
Mélange complexe 
!
9 
N
NHN
O
HN NH2
20 !
Mélange complexe 
!
10 
NHN
O
HN
21 !
Mélange complexe 
11 
N
HN NH2
22 !
Mélange complexe 
Tableau 3 : Application de la méthodologie biocatalysée à différentes amines 
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II/- Synthèse biocatalysées d’esters propioliques 
Selon une approche similaire à celle utilisée pour la synthèse des propiolamides, la réaction à 
partir de l’alcool benzylique a servi de modèle pour l’étude de la catalyse enzymatique 
menant aux esters propioliques. Nous avons défini les "couples" enzyme-solvant les plus 
efficaces pour la réaction de trans-estérification (Schéma 8). Au début de cette étude, aucune 
donnée de la littérature ne présentait la catalyse enzymatique utilisant les lipases sur des esters 
acétyléniques (propiolate d’éthyle ou de méthyle). L’utilisation de lipases pour la réaction de 
trans-estérification est cependant bien documentée à partir d’esters aliphatiques ou acryliques 
en solvants organiques. 
 
CO2Et
23
2
24
OH
O
O
lipase
EtOH
 
Schéma 8 : Synthèse biocatalysée d’ester propiolique en solvant organique par les lipases 
 
La différence majeure par rapport à l'amidation de cette réaction est la réversibilité, l’éthanol 
libéré au cours de la réaction peut venir réagir sur l’ester nouvellement formé pour redonner 
l’alcool initial, ceci amenant à une situation d’équilibre chimique.  
Un des paramètres clef de la méthodologie sera donc de déplacer l’équilibre pour obtenir 
l’ester benzylique avec de bons rendements. Un autre point de divergence vient de la moins 
bonne nucléophilie de l’alcool qui ne va pas initier de réaction de type Michael en 1,4 sur le 
propiolate d’éthyle. Ceci amène à des réactions toujours régiosélectives et des mélanges 
réactionnels plus simples. Le fait qu’il n’y ait pas de compétition entre les deux types 
d’additions nucléophiles (1,4 versus 1,2) nous permet d’envisager des conditions 
réactionnelles plus dures (température, stœchiométrie…) que pour la synthèse des 
propiolamides. 
Les mélanges réactionnels ont été analysés par RMN du proton (CDCl3, 400MHz) après 
filtration de l’enzyme et évaporation du solvant. L’ester propiolique est facilement 
identifiable grâce à la présence d’un singulet à 2,89 ppm (CH de l’alcyne terminal). Le signal 
singulet du méthylène (CH2 benzylique) est déblindé à 5,22 ppm comparativement à celui de 
l’alcool initial (4,75 ppm). 
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La première étape a été le criblage de lipases commercialement disponibles : la Candida 
rugosa lipase (CRL), la lipase pancréatique de porc type II (PPL), la lipase Candida antartica 
B (CAL B) et la lipase lipozyme RM (LIP). Tous les essais ont été effectués dans le tBME, 
solvant apolaire ayant montré de bons résultats pour la synthèse de propiolamides, en 
postulant une similitude de mécanisme au niveau du site actif. Les réactions ont été réalisées à 
40°C et 50°C. Les mélanges réactionnels contenant un mélange stœchiométrique des deux 
réactifs ont été agités magnétiquement 18h, dans des ballons laissés ouverts. Les taux de 
conversion de l’alcool benzylique en ester sont présentés dans le Tableau 4. 
 
Entrée Enzyme Temp. (°C) Conversion 
(%) 
1 CRL 40 30 
2 CRL 50 68 
 
3 PPL 40 15 
4 PPL 50 23 
 
5 CAL B 40 72 
6 CAL B 50 99 
 
7 LIP 40 69 
8 LIP 50 70 
Tableau 4 : Réaction de l’alcool benzylique avec le propiolate d’éthyle dans le tBME 
L’alcool benzylique 23 est placé dans un ballon, puis l’enzyme et le solvant sont ajoutés. Après agitation et homogénéisation 
de la solution le propiolate d’éthyle est additionnée (1 eq). Les mélanges réactionnels sont agités magnétiquement 18h dans 
le ballon laissé ouvert. Le volume de solvant est maintenu constant. Enzymes : CRL : Candida rugosa lipase ; PPL : Porcine 
pancreatic lipase ; CAL B : Candida antartica lipase B ; LIP : lipozyme RM. 
 
En absence d’enzyme aucun ester propiolique ne se forme. A l'inverse, les quatre lipases 
testées ont permis la réaction de trans-estérification. L’activité catalytique nous a semblé 
particulièrement intéressante pour les lipases LIP, CRL et CAL B (68 à 99% de conversion). 
Nous avons par la suite observé qu’avec CAL B, la cinétique et le déplacement de l’équilibre 
sont optimaux après 6h de réaction.  
La synthèse de l’ester benzylique est favorisée à 50°C, l’hypothèse émise est qu’au cours de 
la réaction, l’éthanol s’évapore (co-évaporation avec le tBME) permettant ainsi un 
déplacement de l’équilibre en faveur du produit désiré.  
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Dans la recherche de solvants combinant à la fois une biocatalyse efficace et la solubilisation 
de nombreux composés organiques, nous avons fait varier la nature du solvant. Les réactions 
ont été analysées après 6h de réaction à 50°C. 
Un second facteur de la réaction a été étudié: le mode d’agitation du mélange enzymatique. 
L’agitation magnétique classique (barreau aimanté) a été comparée à une agitation orbitalaire 
(très utilisée en enzymologie) dans un thermo-shaker. Cette dernière permet d’éviter un 
contact direct du barreau magnétique avec l’enzyme et ainsi sa dégradation au cours de la 
réaction (Tableau 5). 
!
Entrée Enzyme Solvant Agitation Conversion 
(%) 
1 CRL tBME magnétique 29 
2 CRL tBME TS 26 
3 CRL toluène magnétique 44 
4 CRL toluène TS 35 
5 CRL dioxane magnétique 4 
6 CRL dioxane TS 2 
7 CRL acétonitrile magnétique 0 
8 CRL 2Me2BuOH magnétique 9 
 
9 CAL B tBME magnétique 99 
10 CAL B tBME TS 27 
11 CAL B toluène magnétique 84 
12 CAL B toluène TS 66 
13 CAL B dioxane magnétique 57 
14 CAL B dioxane TS 42 
15 CAL B acétonitrile magnétique 54 
16 CAL B 2Me2BuOH magnétique 31 
 
17 LIP tBME magnétique 61 
18 LIP tBME TS 50 
19 LIP toluène magnétique 70 
20 LIP toluène TS 35 
21 LIP dioxane magnétique 20 
22 LIP dioxane TS 20 
23 LIP acétonitrile magnétique 0 
24 LIP 2Me2BuOH magnétique 14 
Tableau 5 : Optimisation de la réaction de trans-estérification utilisant les lipases 
Réaction de l’alcool benzylique 23 avec le propiolate d’éthyle à 50°C. Les mélanges réactionnels ont été agités 6h soit selon 
une agitation magnétique dans un ballon ouvert de 5 mL (250 rpm) ou dans des micro-tubes agités de façon orbitalaire 
(1000 rpm) avec un thermo-shaker. Enzymes : CRL : Candida rugosa lipase ; PPL : Porcine pancreatic lipase ; CAL B : 
Candida antartica lipase B ; LIP : lipozyme RM ; TS : Thermo-Shaker 
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En comparant les données présentées dans le Tableau 5, il apparait que le tBME et le toluène 
favorisent la réaction de trans-estérification catalysée par les lipases. Les meilleurs 
rendements (84 à 99%) sont obtenus avec CAL B, amenant à une conversion totale de l’alcool 
en ester en 6h. On observe une grande différence entre les deux procédures, ceci résultant 
probablement du fait que les micro-tubes sont fermés, empêchant ainsi la co-évaporation de 
l’éthanol et donc le déplacement de l’équilibre chimique. Il en est de même pour les essais 
d’optimisation par irradiation aux micro-ondes, pour lesquels les rendements obtenus sont 
plus faibles12.   
A la fin de ce travail, l’équipe de Deloisy a publié une synthèse biocatalysée d’esters 
propioliques, utilisant également les lipases en milieu organique13. L’approche et 
l’optimisation réalisée sont concordantes voire similaire en de nombreux points à la nôtre. Les 
auteurs ont décrit une réaction biocatalysée avec Candida rugosa (CRL), dans l’éther de 
pétrole en utilisant du tamis moléculaire (5Å ou 13Å) pour piéger les molécules d’alcool et 
déplacer l’équilibre (jusqu’à 20% de conversion supplémentaires). 
Notre étude a démontré que CAL B, jusqu’alors peu décrite pour les réactions de trans-
estérification, était plus efficace que CRL pour les alcools aliphatiques (alcool benzylique). 
Cependant, il a semblé judicieux de reproduire nos essais de biocatalyse en utilisant du tamis 
moléculaire (5Å). Lorsque les réactions sont effectuées à 50°C en milieu ouvert, il n’y a pas 
d’amélioration de la conversion d’alcool en ester.  
L’enzyme CAL B est finalement apparue comme l’enzyme de choix pour réaliser cette 
réaction. La réaction est rapide et le protocole facile à mettre en œuvre. Après filtration de 
l’enzyme et évaporation du solvant, le produit final peut être directement utilisé pour les 
réactions de couplages 1,3-dipolaires. Il est à présent essentiel de voir si cette optimisation 
peut être généralisée à une large gamme de synthons (Tableau 6). 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
12 Leadbeater, N. E., et al. Probing the effects of microwave irradiation on enzyme-catalysed organic 
transformations: the case of lipase-catalysed transesterification reactions. Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 
1052. 
13 Sultan, N., et al. Preparation of unsymmetrical dialkyl acetylenedicarboxylates and related esters by 
enzymatic transesterification. Tetrahedron Lett. 2011, 52, 3443. 
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Entrée Alcool initial Propioester (produit isolé) 
1 
!
!
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!
23 
O
O
!
24 (85%) 
2 
N
OH
O O
!
25 
N
O
O O
O !
 26 (79%) 
3 
!
27 
!
28 (60%) 
4 
N
OH
O O
N
!
29 
N
O
O O
N
O !
30 (72%) 
5 
NCl
HN OH
 
31 
Produit initial 
6 
N
NHN
O
HN OH
!
32 
Produit initial 
Tableau 6 : Application de la méthodologie biocatalysée à différents substrats alcools 
Les réactions utilisant CAL B  ont été effectuées à partir de 1,5 mmol d’alcool initial dans le dioxane, à 50°C, agités une 
nuit, et avec 3 équivalents de propiolate d’éthyle. 
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Il ressort de ces synthèses, que la biocatalyse est applicable à de nombreuses molécules et 
notamment sur des chaines aliphatiques reliées à des cycles ou hétérocycles (entrées 1-4). 
Cependant, comme pour la série propiolamide, on observe que la présence d’amines 
secondaires vient perturber la catalyse par CAL B et limiter l’applicabilité de cette 
biosynthèse (entrées 5 et 6). 
 
III/- Extension à la synthèse de thio-esters 
La réaction impliquant les thiols a ensuite été étudiée, en postulant que cette synthèse devrait 
avoir des similitudes avec celle des esters propioliques (situation d’équilibre) ou des amides 
(compétition 1,2 et 1,4). Comme l'indique le Schéma 9, plusieurs produits peuvent être 
obtenus à l’issue de la réaction sur le propiolate d’éthyle ou par oxydation des fonctions thiols 
avec formation de ponts disulfures.  
SH
33
S
O
34
lipase
S CO2Et
S
CO2Et
3635
ZE
CO2Et
S S
37
[O]
air
 
Schéma 9 : Réaction du phénylméthanethiol avec le propiolate d’éthyle  
 
A nouveau, le suivi de la réaction et les taux de conversion des produits ont été déterminés par 
RMN du proton, et comparés aux valeurs de la littérature14. Le doublet à 3,7 ppm du thiol 33 
est remplacé par un singulet à 3,5 ppm pour le composé disulfure 37 et 4,02 ppm pour les 
isomères 35/36 E et Z; ces deux derniers sont également identifiables par les paires de 
doublets à 6,68 et 5,79 ppm (J = 15 Hz) pour l’isomère E et 7,1 et 5,8 ppm (J = 10Hz) pour 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
14 Yang, J., et al. Synthesis of 1,1-disubstituted alkyl vinyl sulfides via rhodium-catalyzed alkyne 
hydrothiolation: scope and limitations. J. Org. Chem. 2009, 74, 182. 
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l’isomère Z. Le proton acétylénique du thio-ester est attendu vers 3,3 ppm par analogie avec 
les données de la littérature pour des composés similaires15. 
Les essais ont été effectués dans des micro-tubes de 1,5 mL fermés pour limiter l’oxydation à 
l’air en disulfure et éviter la dissémination du thiol dans l’atmosphère (odeur et toxicité). Les 
réactifs ont été agités à 50°C dans différents solvants et en présence de lipases (CAL B, PPL). 
Les réactions ont été analysées après 5h ou 18h d’agitation, filtration de l’enzyme et 
évaporation du solvant. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 6.  
. 
Entrée Lipase Solvant Temps  33 37 35 (E) 36 (Z) 
1 PPL acétonitrile 24h 62 0 21 16 
2 PPL tBME 24h 42 21 26 10 
3 PPL tBME 5h 95 0 3 2 
 
4 CAL B Dioxane  24h 93 0 4 1 
5 CAL B Dioxane 5h 96 4 0 0 
6 CAL B acétonitrile 24h 94 traces 3 2 
7 CAL B acétonitrile 5h 96 4 0 0 
8 CAL B tBME 24h 91 traces 6 3 
9 CAL B tBME 5h >99 traces traces Traces 
 
10 - CH3CN 5h 96 0 3 1 
11 - tBME 5h 90 2 5 2 
Tableau 6 : Influence de la présence de lipase et des conditions réactionnelles sur la 
réaction du phénylméthanethiol avec le propiolate d’éthyle  
Les réactions entre le phénylméthanethiol et le propiolate d’éthyle ont été effectuées dans des micro-tubes de 1,5 mL et 
agitées à 50°C avec un thermo-shaker. Les ratios des différents produits obtenus ont été déterminés par RMN du proton, 
après filtration de l’enzyme et évaporation du solvant. Entrées 10 et 11 : références sans enzyme 
 
Dans les conditions choisies, les produits obtenus sont, soit issus de l’addition en 1,4 (produits 
35/36), soit de la dimérisation du produit initial 37 (oxydation spontanée). Notons que ces 
réactions sont lentes comparativement à celles observées avec les amines ou les alcools. En 
effet, après 18h d’agitation le produit initial 33 reste majoritaire.  
Malgré un résultat de trans-thiolation décrit dans la littérature entre des alcanes-dithiols et 
l'acide ou l'ester palmitique nous n’avons pas observé la réaction d’addition en 1,215. Les 
résultats sont similaires à ceux obtenus avec la réaction non-catalysée (entrées 10 et 11) 
conduisant à un mélange de produits Z et E avec de faibles rendements. La nature de 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
15 Weber, N., et al. Mono-thioesters and di-thioesters by lipase-catalyzed reactions of α,ω-
alkanedithiols with palmitic acid or its methyl ester. Applied Microbiol. Biotech. 2004, 64, 800. 
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l’enzyme a tout de même une influence sur cette réaction : CAL B semble jouer un rôle 
,protecteur,, avec une diminution du taux de conversion du thiol (moins de 10% après 24h de 
réaction). Avec PPL, les produits d’addition 1,4 et d’oxydation sont obtenus, le rendement 
étant proportionnel aux temps de réaction.  
!
IV/- Fonctionnalisation sélective de systèmes bi-fonctionnels par CAL B 
La sélectivité des réactions en présence d’enzymes a été évaluée en choisissant des substrats 
possédant deux fonctions nucléophiles différentes. La cystéamine et le β-mercapto éthanol ont 
été choisis comme références pour leurs fonctions respectives thiol/amine et thiol/alcool. 
HS
OH
CAL B
toluène
6h, 50°C
HS
O
O
39
NH2
HS
EtO2C
CAL B
dioxane
 50°C
18h
EtO2C
NH
O
S
EtO2C
41
E et Z
cystéamine 40
β-mercaptoéthanol 38
!
Schéma 10 : Essai de fonctionnalisation sélective utilisant les lipases 
 
Les réactions ont été effectuées selon les conditions optimisées respectivement pour la 
réaction d’amidation (dioxane, 18h) et de trans-estérification (toluène, 6h). A nouveau, les 
mélanges réactionnels ont été analysés par RMN du proton (CDCl3). La réaction avec le β-
mercaptoéthanol mène à une estérification sélective sur la fonction alcool. Le signal du CH2O 
est identifié par un triplet à 3,75 ppm, qui est déblindé à 4,35 ppm lors de la formation de 
l’ester. Les signaux des CH2SH, un quintuplet à 2,73 ppm (CH2) et un triplet à 1,45 ppm (SH) 
pour le produit initial, se retrouvent respectivement à 2,83 ppm et 1,59 ppm. Un singulet à 
2,97 ppm, intégrant pour un proton, vient confirmer la présence du proton CH acétylénique. 
Les tentatives de purification du produit obtenu ont mené à sa décomposition, et à la 
formation de nombreux sous-produits. Néanmoins, cette méthode permet la formation du 
composé 39 qui n’aurait pas pu être obtenu par les méthodes de synthèse classiques sans 
l’utilisation de groupements protecteurs. Cette même réaction, en absence d’enzyme, mène à 
un mélange d’isomères Z- and E- 3-(2-hydroxyéthylthio)-acrylates d'éthyle (de ratio 9 : 1), 
résultant de l’addition 1,4 du thiol. 
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La réaction avec la cystéamine donne un mélange de deux produits majoritaires non 
séparables par chromatographie sur colonne. Ils ont été identifiés comme les isomères Z et E 
du composé 41 issus d’une double réaction avec le propiolate d’éthyle : addition en 1,2 de 
l’amine, et addition en 1,4 de la fonction thiol sur une seconde molécule de propiolate 
d’éthyle. 
Les données en RMN du proton (400 MHz, CDCl3) ont été comparées avec celles des 
structures chimiques similaires16. La fonction thiol de la cystéamine n’est plus présente 
(absence du signal à 1,5 pmm) et le signal du CH2N (triplet à 2,69 ppm) apparait sous forme 
de multiplet à 3,60 ppm. On observe à présent deux triplets pour le CH2S à 2,98 ppm et 3,05 
ppm [ratio 1 :0.7]. Les signaux multiplets correspondants aux esters éthyliques se retrouvent à 
1,33 ppm et 4,22 ppm. 
La présence de doublets à 5,89 et 7,64 ppm (isomère E, J=15 Hz) et 5,95 et 7,07 ppm 
(isomère Z, J=10 Hz) est caractéristique de l’addition 1,4 de la fonction thiol sur la triple 
liaison.  La formation du propiolamide est indiquée par le signal à 6,56 ppm et deux signaux 
singulets à 2,88 et 2,89 ppm avec un ratio [1 : 0.7] pour les isomères E et Z. La différence de 
réactivité de la fonction thiol peut être attribuée à la formation du sel correspondant qui vient 
augmenter son caractère nucléophile (-SCH2CH2NH3
+). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
16 Randive, N. A., et al. A facile approach to substituted acrylates by regioselective and stereoselective 
addition of thiols and amines to an alkynyl ester in water. Monats. Chemie 2010, 141, 1329. 
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PARTIE B : Synthèse d’alcynes conjugués à des hétérocycles : une nouvelle famille de 
dipolarophiles réactifs en cycloaddition [3+2] non métallo-catalysée ? 
La synthèse de triples liaisons conjuguées à des systèmes aromatiques a été entreprise pour 
une étude de réactivité en cycloaddition 1,3-dipolaire non catalysée. Ces dipolarophiles ont 
ensuite été mis en réaction avec un dipôle de référence : l’azoture de benzyle, de façon à 
pouvoir comparer la réactivité des différents systèmes conjugués. 
L’objectif de ce travail est d’évaluer l’effet électronique exercé par le cycle ou l’hétérocycle 
sur la polarisation de l’alcyne, et son impact sur la réactivité en conditions douces. La mise au 
point d’un système réactif a été réalisée en jouant sur la nature du composé aromatique et des 
essais d’optimisation ont été effectués. Les réactions ont d’abord été faites sur des systèmes 
simples (quinoléine, pyridine) avant d’être appliquées à des hétérocycliques potentiellement 
fonctionnalisables.  
I/- Synthèse de triples liaisons isolées 
La synthèse de triples liaisons que nous appellerons ,isolées, ou non réactives a été entreprise, 
ces alcynes se caractérisent par la présence d'un CH2 en α du système insaturé. Ce terme fait 
référence au fait qu’elles ne sont pas intégrées ou conjuguées à un système aromatique, ni à 
une double liaison. Il existe de nombreuses méthodes chimiques qui permettent d’introduire 
un alcyne terminal sur un composé. Les fonctionnalisations mettant en jeu une fonction 
amine, acide carboxylique ou alcool sont les plus décrites dans la littérature (à partir de 
propargylamine ou de chloroformiate de propargyle). Deux alcynes faciles à observer en 
CCM ont été synthétisés pour les études de réactivité en cycloaddition. 
 
Schéma 11 : Synthèse du prop-2-yn-1-yl benzylcarbamate 42 
Dans le premier cas, la triple liaison a été introduite sous la forme de carbamate par réaction 
entre la benzylamine 1 et le chloroformiate de propargyle. Le produit 42 est obtenu avec un 
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rendement de 57% après une extraction en milieu légèrement acide pour éliminer la 
benzylamine n’ayant pas réagi (Schéma 11).  
 
!
Schéma 12 : Synthèse de la 2-(prop-2-yn-1-yl)-1H-benzo[de]isoquinoline-1,3(2H)-dione 44 
La seconde triple liaison a été fixée sur un dérivé naphtalique, à partir de l’anhydride 1,8-
naphtalique 43 et de la propargylamine. La synthèse de l’alcyne 44 est réalisée avec un 
rendement de 92%. On peut considérer que cet alcyne est légèrement ,polarisé, du fait de 
l’effet attracteur du cycle imide à proximité (Schéma 12). 
!
II/- Synthèse de triples liaisons conjuguées à un hétérocycle 
L’introduction d’une fonction alcyne sur un dérivé hétéroaromatique s’effectue par 
substitution d’un dérivé halogéné (Br, I) avec le triméthylsilyl acétylène. Cette réaction de 
Sonogashira formant une liaison carbone-carbone est catalysée par le palladium en présence 
d’une base. Nous avons synthétisé deux éthynylquinoléines (48 et 52, respectivement 
présentées dans les Schémas 13 et 14) en faisant varier la position de la triple liaison par 
rapport à l’azote hétérocyclique (ortho vs méta). 
L’échange du chlore en position quatre de la 4,7-dichloro quinoléine 45 (commercialement 
disponible) par un iode plus réactif est effectué par substitution nucléophile sous irradiation 
micro-ondes17. Les conditions réactionnelles choisies pour la réaction de Sonogashira sont 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
17 Bissember, A. C.; Banwell, M. G. Microwave-Assisted Trans-Halogenation Reactions of Various 
Chloro-, Bromo-, Trifluoromethanesulfonyloxy- and Nonafluorobutanesulfonyloxy-Substituted 
Quinolines, Isoquinolines, and Pyridines Leading to the Corresponding Iodinated Heterocycles†. J. 
Org. Chem. 2009, 74, 4893. 
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celles décrites dans la littérature18. Le catalyseur Pd(Cl)2(PPh3)2 conduit aux meilleurs 
rendements, comparativement à ceux obtenus avec Pd(PPh3)4, sensible à l’air. Les réactions 
sont réalisées sous argon et à température ambiante. La déprotection du groupement silyle se 
fait en présence de fluorure de potassium (KF) en conditions douces. La 7-chloro-4-éthynyl 
quinoléine 48 est obtenue en trois étapes avec un rendement global de 71% (Schéma 13). 
!
Schéma 13 : Synthèse de la 7-chloro-4-éthynyl quinoléine 48 
Pour l'obtention de l'analogue substitué en position 3 le produit de départ est la 3-
aminoquinoléine 49. La synthèse du dérivé 50, iodé en position 3 de la quinoléine, est réalisée 
par diazotation de l’amine en utilisant NaNO2 en milieu acide, suivie d’une substitution par 
l’iodure de sodium. La réaction de Sonogashira est ensuite réalisée dans les mêmes conditions 
que précédemment. Le rendement global en 3-éthynyl-quinoléine 52 à partir de la 3-amino-
quinoléine 49 est de 49% (Schéma 14). 
!
Schéma 14 : Synthèse de la 3-éthynyl-quinoléine 52  
En postulant que la présence de l’azote de l'hétérocycle π-déficient est critique pour la 
réactivité, nous avons tenté d'introduire une triple liaison sur un hétérocycle contenant deux 
azotes endocycliques (quinazoline). La réaction de Sonogashira a été effectuée sur la 4-iodo-
quinazoline 54 toujours en suivant la même méthodologie (Schéma 15).  
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
18 Rodriguez, J. G., et al. Synthesis of n-chloroquinolines and n-ethynylquinolines (n=2, 4, 8): homo 
and heterocoupling reactions. Tetrahedron 2005, 61. 
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Schéma 15 : Synthèse de la 4-éthynyl-quinazoline 55  
Nous n’avons pas réussi à obtenir la 4-éthynyl-quinazoline silylée 55, même en modifiant les 
conditions expérimentales (température, nature et quantité de catalyseur), seul le produit 
initial 54 se retrouve en fin de réaction. 
Afin d’étudier l’impact de l’azote endocyclique sur la polarisation et donc l’activation de 
l’alcyne nous avons synthétisé deux dérivés de la quinoléine 48 : d’une part, le sel de N-
méthyl quinoléinium 56, renforçant l’effet attracteur de l’hétérocycle, et d’autre part le N-
oxyde de quinoléine 57 (Schéma 16).  
 
!
Schéma 16 : Synthèse de dérivés de la 4-éthynyl-quinoléine 48 
Pour la synthèse du sel de N-méthyl-quinoléinium 56, le tétrafluoroborate de triméthyl-
oxonium a été utilisé comme agent alkylant, le produit est obtenu avec un rendement de 95%. 
Notons que la réaction ne s’effectue pas avec l’iodure de méthyle. Parallèlement, la synthèse 
du N-oxyde de quinoléine 57 a été réalisée en utilisant l’acide méta-chloroperbenzoïque. Le 
produit est obtenu avec un rendement de 63%. 
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III/- Synthèse de ,systèmes, hétérocycliques fonctionnalisables 
On entend par fonctionnalisable la présence d’une fonction réactive sur l’hétérocycle, sur 
laquelle on pourra venir greffer de façon simple une molécule d’intérêt. Ces fonctions peuvent 
être par exemple un alcool, un acide carboxylique ou encore un thiol. Dans un premier temps, 
des synthèses d’hétérocycles contenant un alcyne et un ester ont été effectuées. 
En partant de la quinoléine 58, commercialement disponible, il est possible d'introduire avec 
un excellent rendement le brome nécessaire à la réaction de Sonogashira par réaction du 
bromure de tetra-butyl ammonium en présence de P2O5
19. La réaction de couplage C-C a 
ensuite été réalisée, et l’alcyne silylé 60 est obtenu avec un rendement de 66% (Schéma 17). 
L'élimination du groupe silyle a ensuite été réalisée en utilisant K2CO3 dans le méthanol. Le 
rendement général de la synthèse est de 30%. 
!
Schéma 17 : Synthèse de (4-hydroxy-quinoléine-2)-carboxylate de méthyle 61 
Lors de la troisième étape, le rendement est limité par une réaction secondaire de trans-
estérification avec le méthanol (solvant), d’où la nécessité d’effectuer une purification par 
chromatographie sur colonne pour séparer les deux esters formés.  
Nous avons ensuite appliqué cette stratégie en série pyridine, le choix des réactifs initiaux 
disponibles étant plus important. Rappelons que l’objectif est de développer un dipolarophile 
hétérocyclique le plus simple possible à synthétiser (nombre d’étapes et coûts minimums). Par 
ailleurs, ceci nous permettra de comparer la réactivité d'analogues mono- et bicyclique et 
surtout de former après l'étape de cycloaddition un hétérocycle moins volumineux. 
La réaction de Sonogashira a été effectuée sur le 5-bromopyridine-3-carboxylate de méthyle 
63, suivie par la déprotection du groupement silyle, cette fois par les ions fluorures. Le 
rendement de la synthèse de l’alcyne final 65 est de 41%.  
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
19 Kato, Y., et al. A facile bromination of hydroxyheteroarenes. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 4849. 
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Schéma 18 : Synthèse du 5-éthynyl-pyridin-3-carboxylate de méthyle 65  
Par la suite, l’analogue aromatique 67 a été préparé afin de comparer sa réactivité à la 
molécule précédente (homologie structurale). En effet, ces deux alcynes ne diffèrent que par 
la présence de l’azote endocyclique (65 vs 67). L’estérification de la fonction acide a été 
réalisée en utilisant SOCl2 dans EtOH anhydre, avec un rendement de 88%.  
!
Schéma 19 : Synthèse du 3-éthynyl-benzoate d’éthyle 67 
!
!
IV/- Etude de la réactivité avec les azotures 
A notre connaissance, une seule publication décrit la cycloaddition non métallo-catalysée de 
ce type d’alcynes avec les azotures. La réaction a été effectuée en milieu basique et mène 
régiosélectivement à des 1,5-triazoles.!Cette sélectivité n’est en général observée que pour des 
réactions catalysées par un métal (ruthénium). La réaction est réalisée à température ambiante, 
dans le DMSO, en présence d’une quantité catalytique d’hydroxyde d’ammonium. Les 
auteurs postulent la formation d’un intermédiaire réactif chargé négativement due à l’acidité 
élevée de l’alcyne20. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
20 Kwok, S. W., et al. Transition-Metal-Free Catalytic Synthesis of 1,5-Diaryl-1,2,3-triazoles. Org. 
Lett. 2010, 12, 4217. 
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Schéma 20 : Réaction de cycloaddition catalysée par une base20  
Les alcynes portés par un cycle (hétéro)aromatique ont été mis en réaction avec l’azoture de 
benzyle, dans l’eau, à 40°C (Schéma 21). Ces couplages ont été réalisés en parallèle dans les 
conditions de chimie ,click, classiques (CuSO4, acide ascorbique, température ambiante) de 
façon à caractériser les produits de couplages correspondants.  
En présence de cuivre(I), les produits de couplage sont obtenus avec des rendements allant de 
40 à 88 %. Le cycle [1,2,3]-triazole substitué en positions 1,4 est facilement caractérisable en 
RMN du proton (CDCl3, 400 MHz) par le singulet de l’hétérocycle formé à 7,88 ppm. 
Pour les réactions sans métal, après 18h de réaction à 40°C dans l’eau, les conjugués 1,4-
[1,2,3]-triazolo 69 et 68 sont obtenus régiosélectivement avec un rendement de 10 % à partir 
de l’éthynylquinoléine 52 substitué en trois, et de 30 % à partir de 48 (Schéma 21). Ces 
rendements (produits purifiés par chromatographie sur colonne) ne sont pas optimisés. 
L’alcyne présent en para de l’azote semble être plus activé (polarisation) en cycloaddition, et 
dans les mêmes conditions un alcyne "isolé" 44 (naphtalimide propargylique) ne réagit pas. 
Notons qu’aucun de ces couplages ne se produit à une température de 20°C. 
NCl
Bn-N3
TA
NCl
N
NN
Bn
N
N
N
N
Bn
N
48
52 69
68
 
Schéma 21 : Réaction de cycloaddition des alcynes 48 et 52 dérivés de la quinoléine 
Conditions 1 : Les cycloadditions entre l'alcyne (1éq.) et l’azoture de benzyle (1,1 éq.), ont été effectuées à 40°C 
dans un mélange MeOH-H2O sous agitation pendant 18h. Conditions 2 : Les réactions sont effectuées dans le 
MeOH, à température ambiante en présence d’acétate de cuivre et d’ascorbate de sodium. 
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Le sel de 4-éthynyl-quinoléinium 56 est une molécule instable à température ambiante. 
Cependant, l’alcyne réagit en cycloaddition, et seul l’isomère 1,4-triazole 70 est obtenu. Le 
rendement de cette réaction est très variable allant de 10 à 70 % dans les mêmes conditions. 
Pour l’oxyde de quinoléine 57 (non attracteur), la cycloaddition ne s’effectue pas (Schéma 
22). 
NCl
R
56 R = CH3
57 R = O-
NCl
N
NN
Bn
CH3
Bn-N3
TA
70
R = CH3
!
Schéma 22 : Réaction de cycloaddition de dérivés N-substitués de 4-éthynylquinoléine  
Une optimisation du couplage sans cuivre entre la 4-éthynylquinoléine 48 et l’azoture de 
benzyle a été envisagée soit par une catalyse basique similairement au travail de Fokin20, soit 
par une catalyse acide (protonation de l’azote). Dans le premier cas, aucun couplage n’a été 
observé. Concernant la formation in situ du sel de 4-éthynylquinoléinium, différentes 
approches ont été abordées comme l’ajout direct d’acide dans le mélange réactionnel (HCl 
1M), la synthèse du sel d'acide para-toluène sulfonique (APTS), l’addition d’une résine acide 
(Montmorillonite-K10), ou encore l’utilisation d’un solvant très polarisant (trifluoroéthanol). 
Dans tous les cas, il s'est produit une forte dégradation du produit initial et peu de couplage. 
!
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PARTIE A : Etat de l’art  
I/- Introduction 
L’indolizine est formée d’un cycle à 5 chainons (pyrrole) et un cycle à 6 chainons (pyridine), 
elle est structurellement et chimiquement proche de la famille des indoles. L’atome d’azote 
hétérocyclique central va fortement influencer les propriétés physico-chimiques de l’ensemble 
en donnant au cycle pyrrole un caractère "électron déficient" et à l’inverse enrichir le cycle 
pyridine. C’est un système à 10 électrons π délocalisés sur les deux cycles, le doublet non 
liant participant à l’aromaticité, ceci lui confère une géométrie planaire (Figure 17). 
L’excédent d’électrons va conférer à ces structures une très bonne résistance aux attaques 
nucléophiles. L’indolizine est faiblement basique, son pKa est de 3,9. 
 
 
Figure 17 : Noyau indolizine  
Ces vingt dernières années, ces structures ont gagné de l’intérêt grâce à leurs nombreuses 
propriétés biologiques et pharmacologiques (anti-inflammatoires, hypoglycémiques, anti-
oxydantes, anticancéreuses, analgésiques….)
1
. Deux revues ont récemment présenté les 
différentes activités biologiques de ces molécules, le plus souvent tri ou tétra-substituées
2
. 
                                                
1
 Furdui, B., et al. In vitro antimicrobial activity of new nitrogen heterocycles derivates from 4,4'-
bipyridine. Romanian Biotechnological Letters 2007, 12, 3073 ; Shen, Y. M., et al. Synthesis and 
antiproliferative activity of indolizine derivatives incorporating a cyclopropylcarbonyl group against 
Hep-G2 cancer cell line. Eur J Med Chem 2010, 45, 3184 ; Weide, T., et al. 3-Subsituted indolizine-1-
carbonitrile derivatives as phosphatase inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 59 ; Gundersen, 
L.-L., et al. Synthesis of indolizine derivatives with selective antibacterial activity against 
Mycobacterium tuberculosis. Eur. J. Pharm. Sci.. 2007, 30, 26 ; Hazra, A., et al. Amberlite-IRA-402 
(OH) ion exchange resin mediated synthesis of indolizines, pyrrolo[1,2-a]quinolines and 
isoquinolines: antibacterial and antifungal evaluation of the products. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 
2132. 
2
 Vemula, V. R., et al. Indolozine derivatives: Recent advances and potential pharmacological 
activities. Int.  J. Pharmaceut. Sci. Rev. Res. 2011, 11, 159 ; Singh, G. S.; Mmatli, E. E. Recent 
progress in synthesis and bioactivity studies of indolizines. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 5237. 
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Plus récemment, les indolizines tri-substituées ont été décrites pour leur activité anti-VIH-1 
(IC50= 11µM)
3
. 
Les caractéristiques spectrales (absorption-émission) du noyau indolizine ont été déterminées 
par Lerner en 1972
4
. Ces hétérocycles possèdent généralement une bonne fluorescence 
(λ excitation vers 330-360 nm, et λ émission vers 420-460 nm) en milieu aqueux, à 
température ambiante et à pH physiologique (haut rendement quantique, demi-vie 
importante).  
Les indolizines ont notamment été utilisées pour la fonctionnalisation d'objets comme les 
fullerènes ou les nanotubes de carbone à partir d’un ylure de pyridinium selon la réaction 
fluorogénique présentée dans la Figure 18
5
. On peut également citer le développement de 
capteurs fluorescents à partir de β-cyclodextrines fonctionnalisées par des indolizines 
fluorées
6
 ou encore de sondes fluorescentes pour effectuer des tests biologiques sur des 
tumeurs solides
7
. 
 
Figure 18 : Marquage fluorescent des nanotubes de carbone par les indolizines 
                                                
3
 Huang, W., et al. Design, synthesis and biological evaluation of indolizine derivatives as HIV-1 
VIF–ElonginC interaction inhibitors. Mol. Diversity 2013, 17, 221 ; Huang, W., et al. Indolizine 
derivatives as HIV-1 VIF-Elongin C interaction inhibitors. Chem. Biol. Drug Des. 2013, 81, 730. 
4
 Lerner, D. A.; Evleth, E. M. Photophysical properties of indolizine and some azaindolizines. Chem. 
Phys. Lett. 1972, 15, 260. 
5
 Bayazit, M. K.; Coleman, K. S. Fluorescent single-walled carbon nanotubes following the 1,3-
dipolar cycloaddition of pyridinium ylides. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 10670 ; Wu, X., et al. The 
synthesis and fluorescence quenching properties of well soluble hybrid graphene material covalently 
functionalized with indolizine. Nanotechnol. 2011, 22, 075202. 
6
 Becuwe, M., et al. Fluorescent indolizine-β-cyclodextrin derivatives for the detection of volatile 
organic compounds. Sensors 2008, 8, 3689 ; Lungu, N. C., et al. Synthesis of a new fluorinated 
fluorescent β-cyclodextrin sensor. Journal of Fluorine Chemistry 2005, 126, 385. 
7
 Hodgkiss, R. J., et al. Bioreductive fluorescent markers for hypoxic cells: a study of 2-
nitroimidazoles with 1-substituents containing fluorescent, bridgehead-nitrogen, bicyclic systems. J. 
Med. Chem. 1992, 35, 1920. 
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II/- Synthèse des indolizines  
La première synthèse du noyau indolizine fut décrite en 1912 par Scholtz (Schéma 23 –
déconnection I), depuis lors, de nombreuses variantes ont été développées le plus souvent à 
partir de dérivés pyridiniques et de systèmes insaturés
8
. On peut regrouper ces réactions en 
trois grandes classes représentées dans le Schéma 23. Notons qu'il existe d'autres voies de 
synthèses, notamment à partir des pyrroles, mais elles ne font pas l'objet de notre étude. 
 
 
Schéma 23 : Chemin retro-synthétique de l’indolizine d'après Katritzky
9
 
La première voie (déconnection I) est basée sur une réaction de condensation d’une pyridine 
alkylée en position 2 avec des anhydrides d’acides (Réaction de Scholtz) ou des cétones α-
halogénées (réaction de Tschitschibabin). Cette synthèse passe par un intermédiaire de type 
aldol, et implique la formation des liaisons 1-2 et 3-4 de l’indolizine. 
 
La seconde méthode (déconnection II) repose sur la réaction entre une pyridine, non 
substituée en α, avec un fragment à trois carbones. Ces réactions sont des cyclisations-1,5 
intramoléculaires. Le N-méthylure formé intermédiairement peut réagir de façon 
intramoléculaire comme dipôle 1,5 ou intermoléculaire comme dipôle 1,3 (Schéma 24). La 
prédominance du type de cycloaddition (1,3 vs 1,5) dépend des substituants portés par la 
                                                
8
 Prostakov, N. S.; Baktibaev, O. B. Indolizines. Russ. Chem. Rev. 1975, 44, 748 ; Singh, G. S.; 
Mmatli, E. E. Recent progress in synthesis and bioactivity studies of indolizines. Eur. J. Med. Chem. 
2011, 46, 5237. 
9
 Katritzky, A. R., et al. Novel syntheses of indolizines and pyrrolo[2,1-a]isoquinolines via 
benzotriazole methodology. J. Org. Chem. 1999, 64, 7618. 
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double liaison. La stabilisation de la charge négative ira dans le sens d’une cyclisation 1,5 
alors qu’une gêne stérique favorisera une réaction de cycloaddition
10
.  
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Schéma 24 : Cycloaddition 1,5-dipolaire 
La dernière classe de réaction (déconnection III) se produit entre un ylure de pyridinium, et un 
alcyne selon une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire. La réaction peut aussi avoir lieu avec 
des alcènes ce qui conduira à une tétra-hydroindolizine. Ce mécanisme implique la formation 
concomitante de deux liaisons de l’hétérocycle final. C’est ce dernier type de réactions qui a 
particulièrement retenu notre attention pour la conception et la synthèse d’hétérocycliques 
fluorescents poly-substitués. 
Cette dernière voie est la plus généralement utilisée pour la synthèse d’indolizines mais elle 
présente quelques limitations, comme la nécessité de groupements électro-attracteurs sur le 
dipolarophile. La réaction a été effectuée, en présence ou non de catalyseurs métalliques, à 
partir de différents alcynes et alcènes réactifs (Figure 19)
2b,11
. 
                                                
10
 Pohjala, E. A facile synthesis of stable dihydroindolizines via intramolecular 1,5-cyclization of 
ylides. Tetrahedron Lett. 1972, 2585. 
11
 Hu, H., et al. Copper acetate monohydrate: a cheap but efficient oxidant for synthesizing multi-
substituted indolizines from pyridinium ylides and electron deficient alkenes. RSC Adv. 2012, 2, 8637. 
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Figure 19 : Dipolarophiles utilisés pour la synthèse d’indolizine par cycloaddition  
Concernant le dipôle, différents hétérocycles ont été utilisés (pyridine, bipyridine, pyrazine..) 
et on retrouve généralement au niveau de R3 (Schéma 25), un carbonyle (fonction ester ou 
cétone), un halogène ou encore un groupe cyano. Notons, que la présence d’un second 
groupement attracteur sur le méthylure va permettre une stabilisation plus importante du 
dipôle
12
. L’environnement chimique du carbanion va être déterminant dans la réactivité en 
cycloaddition. 
 
Le mécanisme admis de la cycloaddition est de type [3+2], il procède en trois grandes étapes.  
Schéma 25 : Mécanisme de la cycloaddition 1,3-dipolaire d’ylure de pyridinium  
 
                                                
12
 Jacobs, J., et al. Pyridinium ylids in heterocyclic chemistry. Cur. Org. Chem. 2011, 15, 1340 ; Fu, 
Y., et al. An extensive ylide thermodynamic stability scale predicted by first-principle calculations. J. 
Org. Chem. 2009, 74, 810 ; Itoh, T., et al. Vicarious nucleophilic substitution of pyridazinium N-
diacyanomethylides. J. C. S. Perkin 1 1998, 1637. 
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Premièrement, le dipôle doit être généré, le plus souvent à partir du sel de pyridinium 
correspondant en présence d’une base. L’arrachement d’un proton acide en α de l’azote 
génère l’ylure de pyridinium et par délocalisation électronique, le dipôle-1,3. 
La seconde étape est la cycloaddition en elle-même, c’est un processus suprafacial-
suprafacial, permis thermiquement par les règles de Woodward-Hoffmann. Il est 
généralement admis que l’obtention du cyclo-adduit, un dérivé de dihydro-indolizine, se fait 
de manière concertée. 
Les ylures d’azométhine sont considérés comme des espèces riches en électrons, ceci 
suggérant que l’interaction dominante lors de la cycloaddition se situe entre la HOMO du 
dipôle-1,3 et la LUMO du dipolarophile. Ainsi, ce type de cycloaddition est favorisé lorsque 
le dipolarophile est substitué par des groupements électro-attracteurs. Cependant, pour les 
ylures d’azométhine déficients en électrons, l’interaction dominante peut être inversée 
(LUMO dipôle-HOMO dipolarophile)
13
.  
La dernière étape est l’aromatisation du cycloadduit en indolizine, elle s’effectue 
spontanément par oxydation à l’air. Le produit oxydé est généralement le seul produit isolable 
à la fin de la cycloaddition. 
 
 
Récemment, des efforts on été faits pour développer des réactions de cycloadditions efficaces 
et "propres" pour la synthèse de mono- et bis-indolizines. Ainsi, l’activation aux micro-ondes 
a permis d’obtenir des bis-indolizines avec de très hauts rendements (84-93%) et des temps de 
réactions très courts (7 à 10 min) par comparaison avec les méthodes thermiques classiques (3 
à 4h, 50-58%)
14
.  
 
 
 
                                                
13
 Elender, K., et al. 1,3-Dipolar cycloaddition reactions of stable bicyclic and monocyclic azomethine 
ylides: kinetic aspects. Tetrahedron 2000, 56, 4261. 
14
 Bora, U., et al. A novel microwave-mediated one-pot synthesis of indolizines via a three-component 
reaction. Org. Lett. 2003, 5, 435 ; Dinica, R., et al. The synthesis of substituted 7,7'-bis-indolizines via 
1,3-dipolar cycloaddition under microwave irradiation. Synlett 2000, 1013. 
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Enfin, Georgescu a décrit la première synthèse "multicomposante" (MCR) d'analogues 
d’indolizine (77, Schéma 26) à partir de quinoléine, bromo-acétophénone et d’alcyne déficient 
en électron. Cette synthèse est réalisée en "un pot" avec successivement la quaternisation de la 
quinoléine, la cycloaddition 1,3-dipolaire et l’étape d’aromatisation
15
. Notons que la réaction 
est effectuée dans le 1,2-époxypropane qui vient jouer le rôle de base, de solvant et de piégeur 
de proton. 
 
Schéma 26 : Synthèse multi-composante des indolizines 
 
Une synthèse décrite par Rotaru, combine une réaction de Sonogashira, la cycloaddition 1,3-
dipolaire et l’étape d’aromatisation (rendements 41-59%)
16
.  
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Schéma 27 : Synthèse multi-composés d’indolizines 
 
 
                                                
15
 Georgescu, E., et al. One-pot, three-component synthesis of a library of new pyrrolo[1,2-a]quinoline 
derivatives. Synlett 2009, 1795. 
16
 Rotaru, A. V., et al. A novel coupling 1,3-dipolar cycloaddition sequence as a three-component 
approach to highly fluorescent indolizines. Helv. Chim. Acta 2005, 88, 1798. 
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Une autre réaction développée par  Katritzky utilise le 1,2,3-benzotriazole comme 
groupement fixé sur le méthylure. Le cycle benzotriazole est éliminé au cours de la 
cyclisation permettant la formation de l’indolizine sans utiliser d’oxydant. Le sel de 
pyridinium de départ est obtenu par réaction entre un aldéhyde (R3), le chlorure de thionyle et 
la 2-méthyl pyridine
17
. 
N
+
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R
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Schéma 28 : Méthode développée par Katritzky 
Cette liste de réactions n'est pas exhaustive et nous n'avons présenté que les méthodes les plus 
significatives. D'autres travaux seront cités tout au long de ce travail.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                
17
 Katritzky, A. R., et al. Novel syntheses of indolizines and pyrrolo[2,1-a]isoquinolines via 
benzotriazole methodology. J. Org. Chem. 1999, 64, 7618. 
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PARTIE B : Modulation chimique des sels de pyridinium : optimisation des dipôles  
Rappelons que notre premier objectif est de développer des dipôles de type ylure de 
pyridinium ayant une bonne réactivité en cycloaddition [3+2], à température ambiante et dans 
des milieux compatibles avec l’utilisation de biomolécules.  Nous avons tout d'abord réalisé 
un travail d’optimisation de la réactivité de ce type d'ylure d’azométhine, en jouant sur la 
nature de l’hétérocycle et de ses substituants, ainsi que sur celle du dipolarophile. 
I/- Présentation du dipôle  
La première structure de type ylure fut découverte dès 1900, mais ces motifs chimiques ne 
furent reconnus comme synthétiquement intéressants qu’après le développement de la 
réaction de Wittig en 1953 avec les ylures de phosphore. Depuis, cette chimie s’est 
considérablement développée pour devenir aujourd’hui un puissant outil dans l’arsenal des 
réactions de chimie organique. Un ylure est défini comme une entité chimique zwittérionique 
possédant une charge négative et une charge positive sur des atomes adjacents. Selon cette 
définition un hétéroatome chargé positivement et un carbanion caractérisent ce type de 
structure dipolaire. 
Il existe trois grands types d’ylures dépendant de l’hétéroatome cationique central : les ylures 
de soufre, de phosphore, et d’azote
18
.  Ces entités peuvent à leur tour être classées en plusieurs 
sous-groupes, en fonction des substituants présents sur le cation central. Concernant les ylures 
d’azote, on compte les ylures d’ammonium (R3N
+
–C
−
R2), les ylures d’azométhine 
(R2C=N
+
R–C
−
R2) et les ylures de nitrile (RC≡N
+
–C
−
R2). 
L’ylure d’azométhine peut être décrit comme une entité chimique possédant quatre électrons 
π répartis sur les trois atomes de l’unité C-N-C que l’on peut représenter sous la forme de 
zwitterions. La représentation la plus communément admise est celle qui localise la charge 
positive sur l’atome d’azote et la charge négative répartie sur les deux atomes de carbone 
(Figure 20, ligne 1). 
                                                
18
 Clark, J. S. Nitrogen, oxygen and sulfur ylides: an overview. In Oxford University Press: Oxford: 
2002; pp 1. 
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Figure 20 : Délocalisation électronique des ylures d’azométhine simples (1) et acylés (2) 
Les ylures d’azométhine acylés sont couramment utilisés en chimie de synthèse, car ils 
peuvent adopter une forme de résonnance hybride de type énolate, ce qui leur confère une 
meilleure stabilité. La présence d’une fonction carbonyle en position β de l’azote va aussi 
permettre de générer plus facilement le dipôle (Figure 20, ligne 2). 
 
 
Figure 21 : Formes mésomères des ylures de pyridinium 
Les ylures de pyridinium
19
 se caractérisent par leur grande stabilité due à la délocalisation de 
la charge négative sur le cycle. Ces dipôles possèdent un noyau hétéro-aromatique (pyridine, 
quinoléine…) comme partie cationique. Ces entités ont une structure plane comportant des 
carbones hybridés sp
2
. Comme nous allons le voir plus loin, la présence de groupements 
électro-attracteurs sur les positions R1, R2 et R3 vont avoir une action déterminante sur 
contrôle de la réactivité de l’ylure. 
 
 
                                                
19
 Kakehi, A. Reactions of pyridinium N-ylides and their related pyridinium salts. Heterocycles 2012, 
85, 1529 ; Kappe, T., et al. Ylide von heterocyclen, III Pyrdinium-ylide von malonylheterocyclen. 
Monats. Chemie 1981, 112, 1211 ; Pinho, T. M. V. D.; e Melo, P. Conjugated azomethide ylides. Eur. 
J. Org. Chem. 2006, 2006, 2873. 
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La méthode la plus utilisée pour générer un ylure de pyridinium consiste à arracher le proton 
le plus acide (en α de l’azote) du sel de pyridinium correspondant. Cette réaction s’effectue en 
présence d’une base telle que la triéthylamine, l’hydroxyde de sodium ou le carbonate de 
potassium (Schéma 29). La présence d’un groupement acyle sur le méthylène vient faciliter la 
génération du dipôle en milieu basique. 
N
+
R3
O
R1
X
-
N
+
R3
O
R1
base
 
Schéma 29 : Génération de l’ylure de pyridinium en conditions basiques 
Une seconde méthode fait intervenir un triflate de pyridinium portant un groupement silyle en 
position β. En présence d’ions fluorures, la désilylation va engendrer in situ un ylure de 
pyridinium instable et très réactif
20
.  
 
Schéma 30 : Génération du dipôle par les ions fluorures 
Citons aussi une méthode originale qui met en jeu la décomposition photochimique d’α-
diazocétones en présence de pyridine. Des problèmes de régiosélectivité se posent selon la 
conformation du produit de départ. En effet, seul le régioisomère trans aboutit sous irradiation 
lumineuse à la formation d’un carbène en α du carbonyle avec libération de diazote. Ce 
cétocarbène intermédiaire peut alors s’isomériser (cyclisation) pour former un oxirène. Les 
deux isomères peuvent alors être piégés par la pyridine pour former le sel correspondant 
(Schéma 31). 
                                                
20
 Tsuge, O., et al. N-(Trimethylsilylmethyl)pyridinium trifluoromethanesulfonates as facile precursors 
for nonstabilized pyridinium methylides. Chem. Lett. 1984, 279. 
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Schéma 31 : Génération photochimique de l’ylure de pyridinium
21
 
 
II/- Synthèse des sels de pyridinium  
La synthèse des sels de pyridinium se fait généralement par alkylation de la pyridine. Selon le 
réactif électrophile de départ, ces synthèses permettent d’obtenir un sel de pyridinium mono- 
ou bis-acylé, i.e. comportant respectivement une ou deux fonctions carbonyles en position β 
de l'azote.  
La synthèse la plus utilisée met en jeu un dérivé halogéné, généralement bromé ou iodé 
(Schéma 32-A). Ces dérivés peuvent être de type bromo-acétate, ou bromo-malonate dans le 
cas de la synthèse de sels de pyridinium bis-acylés
22
. La cinétique et le rendement de ces 
réactions sont fortement dépendants de la nature des substituants fixés sur la pyridine et de 
l'agent alkylant (réactivité du bromo-malonate de diéthyle beaucoup plus faible).  
Une variante de cette méthode consiste à activer un alcool sous forme d'ester sulfonique, qui 
va alors pouvoir réagir avec la pyridine pour former le tosylate de pyridinim correspondant
23
 
(Schéma 32-B).  
                                                
21
 Toscano, J. P.; Platz, M. S. Lifetimes of simple ketocarbenes. J. Amer. Chem. Soc. 1995, 117, 4712. 
22
 Kobayashi, Y., et al. Studies on the reactions of heterocyclic compounds. IV. Preparations and 
reactions of heterocyclic N-ylides. Chem. Pharm. Bull., (Tokyo) 1970, 18, 2489. 
23
 Kröhnke, F. Syntheses using pyridinium salts (IV). Angew. Chem. Int. Ed. 1963, 2, 380. 
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Enfin, la réaction d’Ortoleva-King
24
 entre une cétone aromatique (par exemple, R = PhCO, R' 
= H ou Me), la pyridine et de l’iode divalent, permet la synthèse en une étape d’iodures de 
pyridinium acylés (Schéma 32-C).  
 
Schéma 32 : Synthèses des sels de pyridinium 
Nous avons synthétisé différents sels de pyridinium en utilisant la réaction A (Schéma 32). 
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 7. La première famille envisagée regroupe les 
sels de pyridinium dérivés du bromo-acétate d'éthyle, bromo-pyruvate d'éthyle ou bromo-
acétophénone (que nous nommerons par la suite mono-acylés) et portant un substituant sur la 
position 4. En présence d'un groupement électro-attracteur, la réaction de quaternisation de 
l’azote devient très lente et le produit formé moins stable. L’augmentation de la température 
n’étant pas une bonne alternative (décomposition du produit final), nous avons pu optimiser 
ces synthèses en effectuant la réaction sous irradiation aux ultrasons (3 à 5h), dans l’acétone, 
en conservant une température du milieu réactionnel inférieure à 50°C (Schéma 33). La même 
procédure a pu être appliquée à des hétérocycliques plus complexes comme la quinoléine, 
l’isoquinoléine, la pyrazine ou encore la phénantridine (Tableau 7 (Méthode 1)).  
X= Cl, Br
X
R2
ON
R1
N+
R1
R2
O
X-
ultrasons
acétone
 
Schéma 33 : Synthèse optimisée de sels hétérocycliques mono-acylés (Méthode 1)  
                                                
24
 King, L. C. The reaction of iodine with some ketones in the presence of pyridine. J. Amer. Chem. 
Soc. 1944, 66, 894. 
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Concernant les sels de pyridinium dérivés du bromo-malonate de diéthyle (nommés bis-
acylés), la synthèse décrite dans la littérature
22
 met en jeu la réaction d'un dérivé de pyridine 
avec le bromo-malonate de diéthyle dans l’acétone, à température ambiante. Dans ces 
conditions, nous avons observé une réactivité très limitée, même après plusieurs jours de 
réaction. Nous avons alors effectué ces synthèses, en utilisant le dérivé halogéné comme 
réactif et solvant, à température ambiante (Schéma 34). Les résultats de ces synthèses sont 
présentés dans le Tableau 7 (Méthode 2).  
 
Schéma 34 : Synthèse sans solvant de sels de pyridinium "bis-acylés" (Méthode 2) 
Nous avons aussi entrepris la synthèse de sels de pyridinium comportant deux substituants 
différents sur le méthylène précurseur de l’ylure. La synthèse du sel final a été réalisée dans le 
toluène (Méthode 3). Le rendement global est de 15%. La première étape de désymétrisation 
du bromomalonate de diétyle se fait par hydrolyse basique ménagée. Elle est suivie par la 
formation de l'amide 79 en faisant réagir la propylamine sur 78 en présence d'un agent de 
couplage. L'alkylation de la 4-cyanopyridine est réalisée dans le toluène avec un excellent 
rendement.  
 
Schéma 35 : Synthèse du produit 80 non symétrique 
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Hétérocycle initial Agent acylant Méthode Sel de 
pyridinium 
Rendement (%) 
pyridine BrCH2CO2Me 1 81 71 
pyrazine BrCH2CO2Me 1 82 57 
quinoléine BrCH2CO2Me 1 83 29 
isoquinoléine BrCH2CO2Me 1 84 70 
phénantridine BrCH2CO2Me 1 85 35 
4-amino pyridine BrCH2CO2Me 1 86 83 
4-N-acétyl pyridine BrCH2CO2Me 1 87 81 
4-trifluoromethyl 
pyridine 
BrCH2CO2Me 1 88 40 
4-CONHC3H7 pyridine BrCH2CO2Me 1 89 59 
4-acetyl pyridine BrCH2CO2Me 1 90 72 
4-cyano pyridine BrCH2CO2Me 1 91 60 
4-cyano pyridine BrCOPh 1 92 13 
4-cyano pyridine BrCOPhNO2 1 93 63 
4-cyano pyridine ClCH2CONHC3H7  1 94 63 
4-cyano pyridine BrCOCO2Me 1 95 64 
pyridine BrCH(CO2CH2CH3)2 2 96 89 
4-CONHC3H7 pyridine BrCH(CO2CH2CH3)2 2 97 83 
4-acetyl pyridine BrCH(CO2CH2CH3)2 2 98 99 
4-trifluoromethyl 
pyridine 
BrCH(CO2CH2CH3)2 2 99 11 
4-cyano pyridine BrCH(CO2CH2CH3)2 2 100 40 
4-cyano pyridine 79 3 80 90 
Tableau 7 : Synthèses de sels d’halogénures hétérocycliques mono et bis-acylés 
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Nous avons ainsi synthétisé une "petite famille" de sels de pyridinium qui servira de base à 
l’étude de la réactivité de ces dipôle en cycloaddition 1,3-dipolaire en conditions douces. 
 
 
III/- Détermination des pKa  
Nous avons déterminé le pKa de formation de l'ylure (déprotonation du méthylène des 
différents sels de pyridinium), afin d’estimer l'état de protonation des différentes molécules à 
pH physiologique. 
Pour cela, on réalise un dosage selon une méthode potentiométrique, le proton acide est dosé 
par ajouts successifs de soude (0,01M) aux solutions de sel de pyridinium solubilisés dans un 
tampon légèrement acide (acide citrique). Nous avons pu observer que le saut de pH est 
caractérisé par un changement de couleur de la solution (solution violette en présence de 
l'ylure). 
N+
R1
R3
R2
O
X = Br, Cl, I
X-
 
Molécule R1 R2 R3 pKa 
86 NH2 OMe H 8,84 
87 NHAc OMe H 8,74 
81 H OMe H 8,30 
88 CF3 OMe H 8,25 
89 CONHC3H7 OMe H 8,24 
90 COCH3 OMe H 8,04 
91 CN OMe H 8,16 
92 CN Ph H 8,11 
93 CN Ph-NO2 H 7,07 
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96 H OEt CO2Et 5,51 
97 CONHC3H7 OEt CO2Et 4,49 
98 COCH3 OEt CO2Et 5,04 
99 CF3 OEt CO2Et 4,64 
100 CN OEt CO2Et 2,9* 
80 CN OEt CONHC3H7 2,9*  
Tableau 8 : Valeurs de pKa des sels de pyridinium mono- et bis-acylés  
*mesures effectuées trois fois, difficultés à doser le proton du méthylène par potentiométrie 
Cette étude a permis de voir l’influence respective des groupements R1, R2 et R3 sur le pKa du 
sel quaternaire. On constate que la présence et la nature du substituant du cycle pyridine (R1) 
va faiblement influencer le pKa (une unité de pKa au maximum). Lorsque le groupement est 
très électro-attracteur (cyano) le pKa est de 8,16 et à l’inverse pour le 4-amino pyridinium 
(électro-donneur) nous avons un pKa de 8,84. On peut postuler qu’en travaillant à des pH 
proches de la neutralité (pH 7,5), ces molécules seront partiellement sous la forme d'ylure 
(environ 10%). 
Le groupement R2 va jouer un rôle plus important du fait de sa proximité avec le proton le 
plus acide de la molécule. Lorsqu’un groupement très électro-attracteur (p-nitro-phényle) est 
porté par l’acyle, le pKa peut descendre à 7,07.  
Enfin, notons que les sels de pyridinium "diacylés" (R3 ≠ H) ont des valeurs de pKa beaucoup 
plus faibles (2,9 à 5,5) et seront totalement présents sous la forme d'ylure en milieu neutre.  
 
IV/- Optimisation de la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire 
 IV/-1- Choix de l'hétérocycle : 
 
Les ylures d’azométhine hétérocycliques sont majoritairement représentés par les dérivés 
pyridinium, quinoléinium et isoquinoléinium dans la littérature. Nous avons vérifié quel était 
le système aromatique cationique le mieux adapté à notre cahier des charges en comparant la 
réactivité en cycloaddition 1,3-dipolaire des 5 sels hétérocycliques 81-85. Les réactions sont 
effectuées dans le méthanol en présence de propiolate d’éthyle, alcyne déficient en électrons 
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connu pour réagir avec ce type de dipôles. L'ylure est généré par addition de K2CO3 dans le 
milieu. Les résultats sont présentés dans le Tableau 9. 
Sel 
hétérocyclique 
 
Noyau 
hétérocyclique 
Cycloadduit final Rendement (%) 
 
81 
 
pyridine 
 
101 
 
59 
 
82 
 
pyrazine 
 
102 
 
32 
 
83 
 
quinoléine 
 
103 
 
47 
 
84 
 
isoquinoléine 
 
104 
 
53 
 
85 
 
phénantridine 
 
105 
 
34 
Tableau 9 : Comparaison de la réactivité d’ylures azométhines hétérocycliques en 
cycloaddition [3+2] 
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Dans tous les cas la réaction est régiosélective. Les couplages sont suivis par CCM, on voit 
apparaitre une tâche (moins polaire) indiquant la formation du produit aromatique final. Il se 
caractérise par une fluorescence bleue sous la lampe UV (λ=365 nm). En fin de réaction, de la 
glace est ajouté au mélange réactionnel pour faire précipiter le dérivé indolizinique. Le 
produit est alors filtré et généralement obtenu pur. Lorsque le produit ne précipite pas, une 
extraction est réalisée, suivie d’une purification par chromatographie sur colonne de silice.  
On observe que le pyridinium et l’isoquinolinium sont les sels hétérocycliques donnant les 
meilleurs rendements en dérivés d'indolizine. Concernant les sels de pyrazinium et de 
phénantridinium, on note une réactivité et un rendement plus faibles, qui peuvent être dus à 
l’instabilité du dipôle formé, des produits intermédiaires ou encore du produit final. Malgré la 
bonne fluorescence de tous ces systèmes, les sels de pyridinium et d’isoquinolinium nous ont 
semblé particulièrement intéressants pour une application en chimie "click". 
Cependant, dans le but d’obtenir un cycloadduit final dont l’encombrement stérique sera 
minimal, les sels de pyridinium ont été retenus pour la suite du travail.  
 
 
IV/-2- Modulation chimique des sels de pyridinium  
 
La modulation chimique est facilitée par la large diversité de pyridines commercialement 
disponibles. Nous avons étudié l’influence de la nature des substituants portés par le cycle 
dans la faisabilité et la cinétique de la cycloaddition avec une triple liaison à température 
ambiante.  
L’étude s’est limitée à l’introduction de groupements en position 4 du sel de pyridinium de 
façon à conserver la symétrie du futur dipôle et donc la régiosélectivité de la cycloaddition.  
De façon à déterminer l’impact du groupement R1 sur la cinétique, nous avons effectué une 
réaction "test" avec le propiolate d’éthyle (1,1 éq.) dans le MeOH, en présence de carbonate 
de potassium, à température ambiante.  
 
Schéma 36 : Réaction choisie pour l’étude de l’influence de R1 sur la réactivité  
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Nous avons gardé le même substituant sur l'azote hétérocyclique (CH2CO2Me) et divers 
groupements ont été introduits en position 4 (cyano, trifluométhyle….). Même si tout le 
carbonate de potassium n’est pas dissous, le pH du milieu réactionnel est proche de 9, ainsi 
toutes les molécules, indépendamment de leur substituant, devraient être sous la forme ylure. 
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 10. 
 
Entrée R1 Constante de 
Hammett  
pKa Indolizine Rendement 
(%) 
1 H 0 8.23 101 59  
2 NH2 -0.66 8.84 106 0 
3 NHAc nd 8.46 107 0 
4 CONHC3H7 nd 8.24 108 66 
5 COCH3 0.5 8.04 109 77 
6 CF3 0.54 8.25 110 55 
7 CN 0.66 8.16 111 81 
Tableau 10 : Synthèse à température ambiante d’indolizines substituées en position 7 
Conditions expérimentales : Les sels de pyridinium, et 1,5 équivalents de propiolate d’éthyle sont agités à température 
ambiante 18h dans MeOH en présence de K2CO3 (10% en masse).  
 
La nature du substituant porté par l'hétérocycle joue un rôle majeur dans la faisabilité de la 
cycloaddition à température ambiante. En effet, la réaction de couplage est possible 
uniquement si le pyridinium porte un groupement électro-attracteur en position 4. On observe 
que des rendements très bons sont obtenus pour les indolizines lorsque le réactif initial 
comporte un groupement acétyle ou cyano (entrées 5 et 7). L’effet inductif et/ou mésomère 
attracteur stabilise la présence de la charge négative du dipôle
25
. A l’inverse, on remarque que 
la présence d’un groupement donneur comme une amine (entrées 2 et 3) vient empêcher toute 
réaction de cycloaddition, alors qu'en l’absence de substituant, l’indolizine est obtenue avec 
un rendement de 59% (entrée 1). Nous reviendrons en fin de chapitre sur ces effets 
électroniques dans la discussion sur le mécanisme de réaction. Notons, que la présence du CF3 
                                                
25
 Douglass, J. E., et al. The effect of 4-substituents on the stability of pyridinium 
dicarbethoxymethylides. J. Het. Chem. 1972, 9, 53. 
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sur la pyridine mène à une hydrolyse partielle de la fonction ester apportée par le propiolate 
d’éthyle (position 1 de l’indolizine). Les deux fonctions carboxylates des indolizines finales 
sont facilement identifiables par RMN du proton (éthyle en  position 1 et méthyle en position 
3).   
Nous avons choisi de focaliser notre étude sur les ylures de pyridinium que nous appellerons 
"activés" (avec R1 = COCH3 ou CN) c'est-à-dire ceux réagissant très bien en cycloaddition à 
température ambiante. Nous avons ensuite fait varier les conditions opératoires, (nature de la 
base ou du solvant, température et le temps de réaction) de façon à optimiser les synthèses à 
température ambiante. Les résultats sont présentés dans le Tableau 11. 
 
 
 
 
 
Entrée R1 Base Solvant T°C Temps (h) Rendement 
(%) 
1 COCH3 K2CO3 MeOH 25 1 50 
2 COCH3 NH4OH MeOH 25 1 45 
3 COCH3 NEt3 MeOH 25 1 38 
4 COCH3 K2CO3 DMF 25 1 88 
5 COCH3 NH4OH DMF 25 1 44 
6 COCH3 NEt3 DMF 25 1 45 
7 COCH3 K2CO3 DMF 25 5 >90 
8 COCH3 NH4OH DMF 25 5 48 
9 COCH3 NEt3 DMF 25 5 48 
10 CN K2CO3 MeOH 25 18 81 
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11 CN K2CO3 MeOH 40 18 38 
12 CN Tampon 
Phosphate pH 
7,5 
H2O 25 18 24 
Tableau 11 : Influence des conditions opératoires sur la cycloaddition  
 
On observe qu’après une heure de réaction, toujours en présence de K2CO3, le rendement est 
de 50% dans le MeOH contre 88% dans le DMF. Ce solvant aprotique accélère 
considérablement la cinétique de la réaction, qui est quasi-quantitative après 5h de réaction. 
Concernant l’influence de la base, on note que le carbonate de potassium est plus favorable 
que l’hydroxyde d’ammonium ou encore la triéthylamine indépendamment du type de 
solvant. Le rendement de la réaction est meilleur à 25°C qu’à 40°C (entrées 10 et 11), ce qui 
pourrait indiquer une déstabilisation de l’ylure à cette température. 
La réactivité en milieu tamponné a été évaluée à pH 7,5. La réaction a été effectuée sur le sel 
de 4-cyano pyridinium même si à ce pH le sel n’est que partiellement sous sa forme ylure 
(pKa 8,16). Le rendement, dans des conditions physiologiques est de 24% après purification. 
Notons que cette réaction n’est pas optimisée, et qu’une des limitations est la très faible 
solubilité de l’alcyne en milieu aqueux. Néanmoins, ce résultat est très encourageant car c'est 
le seul exemple de réaction d'un ylure d'azométhine à pH physiologique. 
 
 
IV/-3- Influence des groupements portés par l’azote hétérocyclique 
 
Le second paramètre à étudier était l’influence des groupements présents directement sur le 
méthylure (partie anionique). Il a été montré que l’introduction de groupements capables de 
délocaliser la charge négative vient stabiliser le carbanion et augmenter la réactivité du 
dipôle
25
. L'influence de différents substituants acylés a été étudiée en cycloaddition, puis 
comparée aux données de pKa. Les résultats sont présentés dans le Tableau 12.  
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Entrée Sel de 
pyridinium 
R1 R2 pKa 
(litt.)
26
 
Indolizine 
 
Rendements 
(%) 
1 81 H OMe 8.23 101 59 
2 112 H Ph (9,7) 113 70 
3 91 CN OMe 8.16 111 81 
4 92 CN Ph 8.11 
(7,0) 
114 50 
5 93 CN PhNO2 7.07 
(5,1) 
115 67 
6 94 CN NHC3H7 nd 116 42 
7 95 CN CO2Me nd 117 12 
Tableau 12 : Effet de la nature du substituant R2 sur la réactivité  
Conditions expérimentales : Les sels de pyridinium et 1,5 équivalents de propiolate d’éthyle sont agités en 
présence de K2CO3 (10% en masse) à température ambiante 18h dans MeOH. 
 
Il apparaît clairement que la nature de la partie "acyle" (R2CO) du dipôle est un paramètre 
important mais le type de chaine introduite n’est pas pour autant un facteur limitant à la 
réalisation de la cycloaddition. Dans tous les cas étudiés, nous avons obtenu à température 
ambiante l’indolizine correspondante avec des rendements allant de 12 à 81%. Notons qu’à la 
différence des sels de pyridinium non substitués (entrées 1 et 2), dans le cas des sels de 4-
cyanopyridinium nous observons une meilleure réactivité du carboxylate de méthyle 91 
(entrée 3) par rapport au dérivé benzoylé 92 (entrée 4).  
 
 
 
 
                                                
26
 Phillips, W. G.; Ratts, K. W. Basicity of N-ylides. J. Org. Chem. 1970, 35, 3144. 
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IV/-4- Etude de la cycloaddition en milieu tamponné (pH 7,5) des sels de pyridinium 
"di-acylés" 
 
Nous avons vu ci-dessus un exemple de cycloaddition à pH neutre. Cette réaction a été 
optimisée en utilisant les sels de pyridinium di-acylés, qui possèdent des valeurs de pKa 
inférieures à 7, et qui sont donc sous forme d'ylures à pH physiologique. Les dipôles 
correspondants ont l’avantage d’avoir une très bonne solubilité dans l’eau. Les résultats sont 
présentés dans le Tableau 13. Quelle que soit la nature du groupe R3 (OEt ou NHPropyle) 
nous n'avons isolé que l'indolizine dicarboxylée 118 à partir des composés 100 et 80 
respectivement. Bien que l'élimination des groupes carboxylate ou amide soit décrite dans la 
littérature, le mécanisme n'est pas connu.  
 
N+
Br-
EtO
O
N
O
EtO
OEt
O
Tampon pH=7,5
TA, 18h
OEt
O
R1 R1
O
R3
 
Entrée R1 R3 pKa Base Solvant T°C Indolizine Rendement 
(%) 
1 CN OEt 2,93 K2CO3 MeOH 25 118 0 
2 CN OEt 2,93 K2CO3 DMF 25 118 93 
3 CN OEt 2,93 Tampon 
TRIS pH 
7,5 
H2O 25 118 63 
4 CN OEt 2,93 Tampon 
phosphate 
pH 7,5 
H2O 25 118 42 
5 CN OEt 2,93 Tampon 
TRIS pH 
7,5 
H2O 40 118 46 
6 H OEt 5,51 Tampon 
TRIS 7,5 
H2O 40 119 0 
7 CF3 OEt 4,64 Tampon H2O 40 120 23 
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TRIS 7,5 
8 COCH3 OEt 5,04 Tampon 
TRIS 7,5 
H2O 40 121 12 
9 CN NHC3H7 2,95 Tampon 
TRIS 7,5 
H2O 40 118 6 
Tableau 13 : Cycloaddition des ylures de pyridinium en milieu tamponné pH 7,5. Les 
réactions sont agitées 18h.  
Pour le composé portant un groupe cyano (entrées 1-5), avec carboxylate d'éthyle (type 
malonate) sur le méthylène, on observe une grande influence du solvant sur le rendement de 
la réaction. En effet, la réaction se produit avec un excellent rendement dans le DMF alors 
que la cycloaddition n’a pas lieu dans le méthanol (en présence de carbonate de potassium). 
Concernant le tampon, qui vient jouer le rôle de base, on observe que le tampon TRIS est 
meilleur que le tampon phosphate (entrées 3 vs 4). La température optimale est de 25°C 
(entrées 4 vs 5).  
Au niveau  de la modulation chimique, on observe une variation importante selon le type de 
substituant présent en position 4 de la pyridine. En effet, l’indolizine n’est pas obtenue en 
absence de substituant électro-attracteur (entrée 6 comparée à 5, 7-8). Notons que cette fois, le 
groupement acétyle (entrée 8) n’est pas adapté à une réaction en milieu aqueux. Cette faible 
réactivité peut s'expliquer par la transformation en acétal (qui est observé sur le spectre de 
RMN du proton enregistré dans CD3OD).  
IV/-5- Synthèse biocatalysée de bis-indolizines à pH 7 
En collaboration avec une équipe de l’Université Dunarea de Jos de Galati (Roumanie), nous 
avons commencé l'étude d'une version biocatalysée, multicomposante et en "un pot" des bis-
indolizines à partir de bromoacétophénone, de 4,4'-bipyridine et du propiolate d’éthyle 
(Schéma 37). La cycloaddition, en présence de diverses lipases (CAL B, CAL A) ou 
péroxydases (radis noir), mène aux bis-indolizines correspondantes avec de bons rendements. 
Cette réaction s’effectue à 37°C dans l’eau, à pH 7 (milieu tamponné) et en une nuit. Notons 
qu’en l’absence d’enzyme, aucune indolizine ne se forme dans ces conditions
27
. 
                                                
27
 Dinica, R., et al. Novel One-Pot Green Synthesis of indolizines Biocatalysed by Candida antarctica 
lipases. Marine Drugs 2013, 11, 431. 
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Schéma 37 : Biocatalyse enzymatique de la synthèse d’indolizines (MCR) par CAL B
27
 
Le mécanisme de cette biocatalyse n’a pas été résolu, on ne se sait pas à ce jour si c’est une 
catalyse basique directe (intervention d’un acide aminé sur la génération de l’ylure) ou une 
catalyse par pré-organisation des réactifs dans la "poche" enzymatique. Ces résultats ont tout 
de même permis de montrer que cette synthèse est réalisable en milieu aqueux et à 
température ambiante, mais aussi, que la chimie des ylures de pyridinium est compatible avec 
la présence de protéines (enzymes). Ce travail est poursuivi à Galati.  
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PARTIE C : Extension de la méthodologie à d'autres alcynes 
Les méthodologies mises au point grâce à l’étude détaillée de la réactivité des ylures de 
pyridinium avec le propiolate d’éthyle, ont ensuite été appliquées à des réactions avec des 
alcynes de nature variée. L’objectif de cette partie du travail est d'identifier les dipolarophiles 
exploitables pour la synthèse d’indolizines en conditions douces: 
- soit en solvant organique en présence de K2CO3 pour des applications en synthèse ou 
pour l’assemblage de molécules bioactives/macromolécules 
- soit en milieu tamponné pH=7,5  pour des applications en bioconjugaison ou études 
d’interactions avec une cible biologique 
Ces méthodes de couplage seront réalisées en absence de catalyseur métallique, et permettront 
le suivi de la réaction par fluorescence.  
Nous présenterons la cycloaddition des sels de pyridinium avec des alcynes connus pour leur 
application en chimie "click" non catalysée, puis avec des alcynes conjugués aux hétérocycles 
et enfin avec des alcynes dits "vrais".  
La fluorescence des différents cycloadduits sera évaluée en milieux aqueux et l’influence des 
substituants portés par les indolizines obtenues sera discutée. Ainsi, l'indolizine la plus 
fluorescente, permettant une détection à la concentration la plus faible possible, sera 
sélectionnée en vue d'une application comme plateforme d'assemblage multimérique. 
I/- Réaction avec des dipolarophiles déficients en électrons dérivés de l'acide propiolique  
Les synthèses des indolizines ont été réalisées dans les conditions opératoires mises au point 
précédemment, c'est-à-dire dans le méthanol en présence de carbonate de potassium, ou à 
pH= 7,5 en tampon Tris (Tableau 14, méthode (a) et (b) respectivement).  
Nous avons comparé les résultats obtenus avec le propiolate d'éthyle, un propiolamide, le N-
benzyl-propiolamide, et le 3-phényl-propiolate d'éthyle. Les indolizines et les rendements 
obtenus sont présentés dans le Tableau 14.  
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Entrée Alcyne Indolizine 
1  
EtO
O  
N
CN
O
MeO
OEt
O
           
111 81% (a)  24% (b) 
2  
 
 
N
H
O
 
2 
N
R1
O
MeO
N
H
O
Bn
 
 122 R1= CN    54%(a)  0%(b) 
    123 R1= COCH3   48%(a) 
    124 R1= CONHC3H7   45%(a) 
3 
COOEt
 
125 
 
Mélange complexe 
Tableau 14 : Cycloadduits obtenus par réaction avec les alcynes déficients en électrons 
Les réactions sont effectuées stoechiométriquement. La purification est réalisée par chromatographie sur gel de silice 
(EtOAc/cyclohexane).  
 
L’ester propiolique 125 est beaucoup moins réactif que son homologue monosubstitué. De 
plus, la réaction conduit à un mélange de produits fluorescents et non fluorescents. Ce résultat 
nous confirme que la polarisation de la liaison est un paramètre important. 
Le N-benzyl-propiolamide 2 est réactif en solvant organique (conditions (a) mais pas en 
milieu tamponné pH= 7,5). On note que si l’ylure de pyridinium porte une fonction électro-
attractrice en 4 comme un groupement cyano, acétyle, ou amide, le cycloadduit (122-124) 
sera obtenu avec un rendement moyen de 45 à 54%. Ce résultat est intéressant pour les 
applications en synthèse de molécules bioactives car le lien amide est généralement plus 
stable qu'un ester en milieu physiologique. De plus, nous avons remarqué que les 
propiolamides étaient moins susceptibles de réagir en addition de type Michael que les esters 
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propioliques, ce qui pourrait être un atout pour les réactions en présence de substrats 
complexes ou de macromolécules biologiques.   
 
II/- Couplage avec un cyclooctyne fonctionnalisable 
L’équipe de Matsumoto a publié dès 1997 la réaction de cycloaddition entre un cyclooctyne et 
différents sels de pyridinium bis (méthoxycarbonyl)-méthylure ou dicyano-méthylure dans le 
toluène, à reflux pendant 9h
28
. Dans cette étude, les meilleurs rendements ont été obtenus avec 
les sels de pyridinium portant des substituants électro-attracteurs (cyano, benzoyle, acétyle) 
aussi bien sur le méthylure que sur le cycle.  
Lors de la publication de ce travail, les couplages impliquant les cyclooctynes 
fonctionnalisables n’étaient pas encore développés par Bertozzi
29
. Il nous a donc semblé utile 
de reproduire cette réaction dans nos conditions opératoires. Un cyclooctyne portant une 
fonction acide carboxylique a été fourni par le Dr Chavarot de l’équipe de Chimie et Biologie 
des Métaux du CEA de Grenoble. La réaction de couplage est effectuée en présence d'une 
quantité stœchiométrique du dérivé 4-cyanopyridinium 91 et de base dans le méthanol. 
 
 
Schéma 38 : Couplage entre un alcyne contraint et l’ylure de cyano-pyridinium 91  
                                                
28
 Matsumoto, K., et al. Inverse electron-demand 1,3-dipolar cycloaddition reactions of cyclooctyne 
with pyridinium bis(methoxycarbonyl)methylides. J. Het. Chem. 2001, 38, 371 ; Matsumoto, K., et al. 
1,3-Dipolar cycloaddition reactions of cyclooctyne with pyridinium dicyanomethylides. J. Het. Chem. 
1997, 34, 203. 
29
 Agard, N. J., et al. A strain-promoted [3+2] azide-alkyne cycloaddition for covalent modification of 
biomolecules in living systems. J. Amer. Chem. Soc. 2004, 126, 15046. 
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Nous avons observé une réaction à température ambiante. Cependant, il n’y a pas de 
régiosélectivité dans l’approche du dipolarophile et un mélange d’isomères (126) est obtenu 
avec un rendement limité (30% de produits isolés). Comparé aux esters ou amides 
propioliques, le cyclooctyne montre une cinétique plus lente. Compte tenu du cout élevé de ce 
réactif, il n'apparaît pas intéressant comme dipolarophile dans de futures applications.  
 
III/- Réaction avec des alcynes conjugués avec un cycle (hétéro)aromatique  
Un premier exemple de cycloaddition impliquant des alcynes conjugués a été publié en 
2009
30
. Dans ce travail, les réactions entre l’ylure de pyridinium et des alcynes de nature 
variée ont été réalisées à reflux du DMF. Les auteurs ont observé que l’éthynyl-benzène 
réagissait mieux que l’éthynyl-4-méthyl-benzène (85 versus 81 %) et bien mieux qu’un 
alcyne aliphatique (40 %). Par ailleurs, cette équipe a montré que l’introduction de 
groupements électro-attracteurs sur l’ylure diminuait le rendement jusqu'à obtenir l’indolizine 
à l’état de traces. 
N
O
DMF
K2CO3
90°C
N
O
Br-
85%
 
Schéma 39 : Cycloaddition impliquant un alcyne conjugué
30 
L’étude préliminaire de la réactivité des alcynes conjugués à des hétérocycles en 
cycloaddition a montré que ceux-ci étaient susceptibles de réagir avec des azotures en absence 
de catalyseur métallique (cf. Chapitre I). Ces dipolarophiles ont été mis en réaction avec les 
sels de pyridinium 88, 90 et 91. 
Les réactions ont été effectuées soit dans le méthanol en présence de base soit en tampon Tris 
pH=7,5 (Tableau 15, méthodes (a) et (b) respectivement). Les mélanges réactionnels ont été 
agités une nuit à température ambiante.  
                                                
30
 Shang, Y., et al. New routes synthesis of indolizines via 1,3-dipolar cycloaddition of pyridiniums 
and alkynes. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 6981. 
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NCl  
48 
N
R1
O
MeO
N
Cl
 
127 R1= CN       59% (a) 77% (b) 
128 R1= CF3           35% (a) 
129 R1= COCH3  10% (a) 
!
 
N
O
MeO
 
65 
N
CN
O
MeO
N
OMe
O
 
 130 R1= CN  19 %(a)   
O
EtO
 
67 
 
0%  
Tableau 15 : Cycloadduits obtenus par cycloaddition  à partir de divers alcynes 
Les réactions sont effectuées avec deux équivalents de sel de pyridinium et un équivalent d'alcyne. La purification est réalisée 
par chromatographie sur gel de silice (EtOAc/cyclohexane).  
!
Les alcynes conjugués aux hétérocycles 48 et 65 ont montré une bonne réactivité avec le sel 
de 4-cyano-pyridinium 91 à température ambiante dans les deux conditions envisagées. En 
particulier, la 7-chloro-4-éthynyl quinoléine 48 conduit à l’indolizine correspondante 127 de 
façon régiosélective avec de rendements de 59% (a) et 77% (b). On observe que lorsque le 
groupement 4-cyano est remplacé par un groupe trifluorométhyle ou acétyle le rendement 
diminue de manière comparable à ce qui avait été observé précédemment pour la 
cycloaddition impliquant le propiolate d'éthyle.  
Le rendement en produit de cycloaddition diminue lorsqu’on passe en série monocyclique 
avec le dérivé de 3-éthynyl pyridine 65 et ceci malgré la présence d'un substituant électro-
attracteur sur le cycle. Enfin, il est intéressant de noter la différence observée entre la 
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réactivité de l'alcyne porté par un hétérocycle (pyridine 65) et un noyau phényle (67). En 
effet, seul le composé hétérocyclique réagit, et ceci montre l’importance de l’azote 
endocyclique dans la réactivité des alcynes conjugués. L’alcyne 65 est intéressant car il est 
fonctionnalisable et de petite taille, cependant la réaction doit encore être optimisée pour 
mener à une réaction de couplage efficace. 
 
IV/- Etude de la réactivité des alcynes non conjugués avec les ylures de pyridinium 
Les dipolarophiles non activés choisis sont le 2-(prop-2-yn-1-yl)-1H-benzo[de]isoquinoline-
1,3(2H)-dione 44 et le prop-2-yn-1-yl benzylcarbamate 42 (Figure 22) préparés 
respectivement par réaction de la propargylamine avec l'anhydride naphtalique et par 
acylation de la benzylamine avec le chloroformiate de propargyle. La réaction avec ces 
alcynes a été effectuée à partir du 4-cyano-pyridinium 91 dans les conditions de couplage 
définies précédemment (température ambiante, en solvant organique). 
N
O
O
N
H
O
O
 
Figure 22 : Alcynes préparés  
Dans aucun cas, les indolizines issues d'une cycloaddition n’ont été formées, même en milieu 
concentré ou après plusieurs jours de réaction (MeOH ou DMF). Ce résultat valide la 
nécessité d’avoir une liaison polarisée pour réaliser ce type de couplage dans les conditions 
choisies. Cette observation ouvre la voie à l’utilisation de ces alcynes comme substituant du 
sel de pyridinium, ou du dipolarophile, dans une approche de chimie "click" orthogonale.  
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V/- Approche théorique des réactions de cycloadditions 
Aujourd’hui, la théorie la plus communément admise, basée sur les travaux de Huisgen
31
 
présente la cycloaddition [3+2] comme un mécanisme concerté caractérisé par la formation 
simultanée de deux liaisons σ (réactions à 4 centres), ceci en accord avec les règles de 
Woodward-Hoffmann. L’état de transition est contrôlé par les orbitales moléculaires 
frontières des substrats. La LUMO du dipôle peut interagir avec la HOMO du dipolarophile et 
vice-versa,  ceci va dépendre de l’interaction la plus forte, autrement dit celle nécessitant le 
moins d’énergie entre les HO-BV des réactifs (∆EHO-BV). 
Sustman a proposé une classification des réactions 1,3-dipolaires en trois catégories (types I à 
III, Figure 23), selon les énergies des orbitales moléculaires frontières du dipôle et de l’alcène 
(Figure  23)
32
. A la différence des nitrones ou des nitriles-oxydes classés de type II, 
l’interaction orbitalaire des ylures d’azométhine avec les dipolarophiles se produit dans la 
majorité des cas, entre la HO du dipôle et la BV du dipolarophile, autrement dit plus le dipôle 
sera enrichi et le dipolarophile appauvri plus la cycloaddition sera favorisée (type I). 
 
Figure 23 : Interactions orbitalaires pour la réaction 1,3-dipolaire des ylures azométhine 
Cependant l’introduction d’un groupe électro-attracteur ou électro-donneur sur le dipôle ou le 
dipolarophile, peut largement modifier les énergies relatives des orbitales moléculaires 
frontières. Par exemple, si le dipolarophile est substitué par un groupement électro-attracteur, 
alors la réaction entre la HO du dipôle et la BV du dipolarophile pourrait être favorisée.  
                                                
31
 Huisgen, R. On the mechanism of 1,3-dipolar cycloadditions. A reply. J. Org. Chem. 1968, 33, 
2291. 
32
 Sustmann, R. Orbital energy control of cycloaddition reactivity. Pure Applied Chem. 1974, 40, 569 ; 
Sustmann, R. A simple model for substituent effects in cycloaddition reactions. II. The diels-alder 
reaction. Tetrahedron Lett. 1971, 12, 2721. 
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Il est apparu surprenant en termes de réactivité, de devoir activer à la fois le dipolarophile et 
le dipôle par des groupements électro-attracteurs pour réaliser la réaction de couplage à 
température ambiante. De façon à rationnaliser les résultats expérimentaux, une approche 
théorique du mécanisme de la réaction a été choisie. Le calcul de charges partielles des 
dipôles a été réalisé ainsi que les interactions orbitalaires mises en jeu entre les deux 
partenaires de la cycloaddition. Les calculs ont été effectués par le Dr Hélène Jamet (DCM 
Grenoble) avec le logiciel gaussian 09 (B3LYP (6-31G*)). 
Les dipolarophiles de cette étude sont le propiolate d’éthyle, le benzylpropiolamide, la 7-
chloro-4-éthynyl quinoléine, et le cyclooctyne. Les valeurs des niveaux d’énergie de leurs 
orbitalaires moléculaires frontières sont présentées dans le Tableau 16. 
 
 HOMO (eV) LUMO (eV) 
O
OEt  
-0,27862 -0,04271 
O
NHBn  
2 
-0,23811 -0,07643 
NCl  
48 
-0,24760 -0,00179 
O COOH
 
-0,24422 -0,02998 
Tableau 16 : Orbitales moléculaires frontières des dipolarophiles déterminés théoriquement 
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Le calcul a été entrepris pour des ylures de pyridinium "représentatifs", portant 
respectivement en position 4 : un hydrogène, une amine primaire, un groupe acétyle ou cyano. 
Le groupement porté par le méthylure est l’acétate.  
Tout d’abord, les différences de niveaux d’énergies ont été déterminées (∆EHOdipôle-BVdipolarophile  
et ∆EBVdipôle-HOdipolarophile)  avec le propiolate d’éthyle, pour connaitre l’interaction orbitalaire 
dominante (Tableau 17). 
 
Dipôle 
R1= 
HOMO (eV) LUMO (eV) ∆E     
HOdipôle-
BVdipolarophile 
∆E 
HOdipolarophile- 
BVdipôle 
Rendements 
(%) 
NH2 -0,15645 -0,03437 -0,11374 -0,24425 0%  
H -0,17717 -0,05183 -0,13446 -0,22679 59% 
COCH3 -0,19402 -0,08423 -0,15131 -0,19439 77%  
CN -0,20223 -0,08809 -0,15952 -0,19053 81% 
Tableau 17 : Orbitales moléculaires frontières avec le propiolate d’éthyle 
On observe que l’interaction dominante est celle entre la HO du dipôle et la BV du 
dipolarophile, ainsi plus le dipôle est enrichi en électron, meilleure devrait être la 
cycloaddition. Les données vont dans le sens inverse de nos résultats expérimentaux. Par 
exemple, la réaction impliquant l’ylure de 4-cyano-pyridinium est celle menant 
expérimentalement au meilleur rendement, pourtant celui-ci a le ∆EHOdipôle-BVdipolarophile le plus 
grand. 
 
 
 
 
 
Chapitre II!
 
 
86 
Dipôle 
R1= 
HOMO (eV) LUMO (eV) ∆E     
HOdipôle-
BVdipolarophile 
∆E 
HOdipolarophile- 
BVdipôle 
Rendements 
 (%) 
NH2 -0,15645 -0,03437 -0,12647 -0,20985 0% 
H -0,17717 -0,05183 -0,14719 -0,19239 0% 
COCH3 -0,19402 -0,08423 -0,16404 -0,15999 48% 
CN -0,20223 -0,08809 -0,17225 -0,15613 54% 
Tableau 18 : Orbitales moléculaires frontières avec le benzylamide 
Le benzylamide possède des valeurs d’HOMO et de LUMO plus hautes que celles du 
propiolate d’éthyle. On remarque qu’en fonction du substituant présent sur l’ylure de 
pyridinium, l’interaction orbitalaire prédominante change. Pour les ylures de pyridinium 
réactifs (4-COCH3 et 4-CN) l’interaction se fait principalement entre la HO du dipolarophile 
et la BV du dipôle. Cependant, les différences d’énergies sont proches, et dans tout les cas le 
∆E le plus faible est obtenu pour l’ylure portant le substituant donneur, pourtant pas réactif 
avec le benzylamide. 
 
Dipôle 
R1= 
HOMO (eV) LUMO (eV) ∆E     
HOdipôle-
BVdipolarophile 
∆E 
HOdipolarophile- 
BVdipôle 
NH2 -0,15645 -0,03437 -0,15466 -0,21323 
H -0,17717 -0,05183 -0,17538 -0,19577 
COCH3 -0,19402 -0,08423 -0,19223 -0,16337 
CN -0,20223 -0,08809 -0,20044 -0,15951 
Tableau 19 : Orbitales moléculaires frontières avec le cyclooctyne 
Les travaux de Matsumoto entre les ylures de pyridinium et le cyclooctyne ont montré une 
interaction orbitalaire prédominante entre la BV du dipôle et la HO du dipolarophile. Ces 
résultats étaient en accord avec leurs données expérimentales, montrant que la cycloaddition 
est favorisée par l’introduction de groupements électro-attracteurs sur le dipôle venant 
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diminuer sa BV, et donc faciliter la réaction
33
. Dans notre cas, l’interaction prédominante 
entre le dipôle et le dipolarophile varie en fonction du substituant présent en position 4 de 
l’ylure de pyridinium, tout comme pour le benzylamide. Cette description pourrait être 
valable uniquement pour comparer la réactivité des dipôles portant un groupe 4-cyano et 4-
acétyle. 
 
Dipôle 
R1= 
HOMO (eV) LUMO (eV) ∆E     
HOdipôle-
BVdipolarophile 
∆E 
HOdipolarophile- 
BVdipôle 
NH2 -0,15645 -0,03437 -0,08002 -0,20374 
H -0,17717 -0,05183 -0,10074 -0,18628 
COCH3 -0,19402 -0,08423 -0,11759 -0,15388 
CN -0,20223 -0,08809 -0,1258 -0,15002 
Tableau 20 : Orbitales moléculaires frontières avec la quinoléine 
Le dernier dipolarophile étudié est la 7-chloro-4-éthynyl-quinoléine, les niveaux orbitalaires, 
tout comme pour le propiolate d’éthyle, montrent une interaction dominante entre la HO du 
dipôle et la BV du dipolarophile. Ces résultats ne permettent pas d’expliquer pourquoi la 
diminution des niveaux orbitalaires du dipôle est favorable à la réalisation de la cycloaddition. 
Une autre idée a été de regarder la charge portée par l'ylure. Si on considère un mécanisme en 
deux étapes, la première étape pourrait être une addition de Michael menant à un 
intermédiaire zwittérionique (allénoate). La deuxième étape, intramoléculaire, pourrait 
répondre à une cyclisation de type « 5-endo trig », favorisée par la présence d’un anion qui 
peut initier la formation du cycle à cinq (Schéma 40). 
                                                
33
 Matsumoto, K., et al. Inverse electron-demand 1,3-dipolar cycloaddition reactions of cyclooctyne 
with pyridinium bis(methoxycarbonyl)methylides. J. Het. Chem. 2001, 38, 371. 
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N+
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O
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H
H
 
Schéma 40 : Hypothèse mécanistique passant par l’allénoate pour la synthèse d’indolizines  
Dans ce cadre, l’indolizine devrait se former d’autant plus facilement que l’addition 
nucléophile est favorisée et donc que la charge négative sur le méthylure est importante. A 
l’inverse, des charges partielles positives sur le pyridinium devraient favoriser la cyclisation.  
Dipôle 
R1= 
Esp (charges calculées à partir 
du potentiel électrostatique) 
NH2 C2 pyr : -0.195/-0.227 
N : 0.588 
CH(-) :-0.832 
 
H C2 pyr : -0.228/-0.283 
N : 0.548 
CH(-) :-0.781 
 
COCH3 C2 pyr : -0,316/-0,268 
N : 0.565 
C(-) :-0.737 
 
CN C2 pyr : -0,313/-0,261 
N : 0.567 
CH(-) :-0.723 
Tableau 21 : Charges partielles Esp (Electrostatic Surface Potentiel) sur les ylures de 
pyridinium 
La détermination des charges a été effectuée avec à partir du calcul du potentiel 
électrostatique au niveau B3LYP (6-31G*). Il a été observé, que la charge négative de l’ylure 
est la plus importante pour l’ylure de pyridinium portant l’amine, tout comme les charges 
partielles sur le cycle pyridinium. A nouveau, les résultats théoriques ne nous permettent pas 
d’expliquer nos résultats expérimentaux. 
La dernière hypothèse que nous pouvons proposer concerne l'importance de la première étape 
dans le mécanisme global, c'est à dire la formation et la stabilisation de l'ylure de départ. Il est 
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en effet connu que les ylures de pyridinium sont stabilisés par les groupes électro-attracteurs. 
Ceci impliquerait une relation entre la stabilité de l'ylure et sa réactivité en cycloaddition.  
VI/- Etude des propriétés de fluorescence des indolizines 
Les spectres de fluorescence des indolizines obtenues à partir des sels de pyridinium les plus 
réactifs ont été comparés pour évaluer l’impact de la nature et de la position des substituants. 
La fluorescence dépend de paramètres comme le solvant, le pH et la température. Nous avons 
ainsi déterminé les propriétés de fluorescence dans les mêmes conditions que celles utilisées 
pour réaliser les couplages en milieu aqueux (pH 7.5, 25°C).  
Les spectres d’émission et d’excitation ont été enregistrés avec un spectrofluorimètre 
Fluoromax-4. Un point important est de définir la limite de détection des indolizines non 
seulement en utilisant le fluorimètre mais aussi avec un lecteur de microplaques multi-puits.  
Neuf indolizines ont été sélectionnées de façon à évaluer l’influence des substituants R1 et R2. 
Les structures sont rassemblées dans la Figure 24. Cette évaluation fait partie intégrante de la 
sélection des deux partenaires de la cycloaddition pour déterminer le meilleur système de 
couplage fluorogénique (R1 et R2 sont introduits à partir du sel de pyridinium et R3 vient du 
dipolarophile). 
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Figure 24 : Indolizines choisies pour l'étude de la fluorescence 
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Figure 25 : Spectre caractéristique d’une indolizine 1, 3, 7-tri-substituée  
 
Cycloadduit λabs (nm) λem (nm) ∆ de Stokes I (CPS) à 
10
-6
 M 
101 324 383 59 14 792 
108 352 425 73 566 632 
110 
109 
111 
114 
116 
122 
127 
323 
372 
357 
364 
364 
363 
376 
406 
470 
422 
471 
429 
424 
495 
83 
98 
65 
107 
65 
61 
119 
61 796 
141 182 
181 054 
16 305 
406 664 
138 930 
87 185 
Tableau 22 : Données spectrales des indolizines tri-substituées 
Il apparaît clairement que l'augmentation de la délocalisation électronique sur la position 7 de 
l’indolizine vient considérablement augmenter l’intensité du signal de fluorescence, on 
constate par exemple un gain d’intensité d’un facteur 10 entre la 7-cyanoindolizine 111 et 
l'analogue non substitué 101. La présence d’un amide (composé 108) augmente encore d’un 
Chapitre II!
 
 
91 
facteur 4 l’intensité, permettant ainsi une très bonne détection à une concentration de 10
-6 
M. 
Au niveau de la position 3 de l’hétérocycle, on note que les fonctions esters (111) et amides 
(116) permettent d’obtenir de meilleurs fluorophores comparativement à l’homologue de type 
acétophénone 114. Enfin, concernant la position 1 de l’indolizine, à nouveau, la présence d’un 
amide ou d’un ester permet d’avoir un meilleur signal de fluorescence par comparaison au 
composé 127 qui comporte un hétérocycle. 
 
Bilan général : 
Les différents paramètres de la réaction que nous avons étudiés ont déjà été abordés et 
discutés par d'autres équipes. Cependant, nous avons réalisé l'étude la plus complète décrite à 
ce jour. Nous pouvons en tirer les conclusions suivantes : 
Les sels de pyridinium substitués sur le cycle par des groupements électro-attracteurs (4-CN 
et 4-COCH3) sont les plus réactifs dans nos conditions opératoires et conduisent aux meilleurs 
rendements en indolizine en solvants organiques.  
Les sels de 4-cyanopyridinium sont aussi bien adaptés à l'utilisation en tampon pH=7,5. Les 
rendements sont cependant faibles à partir du sel mono-acylé (R3 = H) et meilleurs à partir de 
l'analogue di-substitué (R3 = CO2Et). 
 
Y
N+
R1
R3
R2
O
X-
Génération du dipôle ++
R3= H, CO2Et
N
R1
Y
O
R2
Fluorescence +++Réactivité ++
R1= CN, COCH3
Génération +
Réactivité +
 
Figure 26 : Schéma récapitulatif  
Les réactions de cyclisation peuvent être effectuées à température ambiante avec des triples 
liaisons comportant un groupe électro-attracteur comme les propioesters et propiolamides. 
Notons que nous avons vérifié que dans ces mêmes conditions, l'azoture de benzyle réagit 
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mal. Ces ylures de pyridinium montrent aussi une bonne réactivé avec les cyclooctynes de 
Bertozzi ou des alcynes conjugués à des hétérocycliques π-déficients. A partir de ces résultats, 
il est possible d'envisager leur utilisation comme systèmes orthogonaux avec les azotures en 
chimie "click", et très prometteurs pour des applications en chimie-biologie. De plus, les 
indolizines dérives des sels de pyridinium substitués avec CN et COCH3 sont de très bons 
fluorophores (en terme de λ et d’intensité).  
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Dans ce dernier chapitre, nous allons décrire les travaux effectués pour la fonctionnalisation 
des sels de pyridinium (pré-fonctionnalisation) et des indolizines (post-fonctionnalisation) en 
vue d'une utilisation en chimie "click". Nous avons envisagé deux applications :  
1) l’indolizine centrale comme plateforme multimérique fluorescente,  
2) la réaction de cycloaddition comme réaction de couplage de type "click" pour la synthèse 
de molécules complexes et son application in situ dans une enzyme.  
 
La chimie médicinale ne se limite plus à la découverte de petites molécules organiques et 
connait aujourd’hui un essor considérable grâce à la synthèse d’architectures moléculaires 
complexes. Cette nouvelle application est basée sur l’assemblage de plusieurs sous-unités 
(pharmacophore, biomolécule, fluorophore, nanoparticules….) permettant de contrôler les 
propriétés et l’efficacité de la macromolécule bioactive finale. Cette stratégie a déjà prouvé 
son potentiel en chimie thérapeutique avec par exemple l’élaboration de vaccins 
multimériques, de biosenseurs ou encore de vecteurs de médicaments
1
. 
 
Dans la recherche d'outils chimiques toujours plus performants, la synthèse de châssis 
moléculaires permettant l’accrochage de plusieurs synthons est devenu un domaine de 
recherche très prometteur. Ces squelettes doivent porter des fonctions réactives orthogonales 
permettant d’effectuer des couplages chimio-sélectifs. L’élaboration d’une matrice 
fluorescente contenant trois points d’accrochages distincts constituerait une nouvelle avancée 
en synthèse. Il n’existe que peu d’exemples de châssis moléculaires faciles à fonctionnaliser 
avec de bons rendements et sans avoir à utiliser des groupements protecteurs ou de 
catalyseurs métalliques. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
1
 Lenz, T., et al. Profiling of methyltransferases and other S-Adenosyl-L-homocysteine-binding 
proteins by Capture Compound mass spectrometry. Methods Mol. Biol. 2012, 803, 97 ; Lenz, T., et al. 
Profiling of methyltransferases and other S-adenosyl-L-homocysteine-binding Proteins by Capture 
Compound Mass Spectrometry (CCMS). J. Vis. Exp. 2010 ; Hackenberger, C. P.; Schwarzer, D. 
Chemoselective ligation and modification strategies for peptides and proteins. Angew. Chem. Int. Ed. 
2008, 47, 10030 ; De Graaf, A. J., et al. Nonnatural amino acids for site-specific protein conjugation. 
Bioconjug. Chem. 2009, 20, 1281 ; Dillingham, M. S.; Wallace, M. I. Protein modification for single 
molecule fluorescence microscopy. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 3031 ; Frasco, M. F.; Chaniotakis, N. 
Bioconjugated quantum dots as fluorescent probes for bioanalytical applications. Anal. Bioanal. 
Chem. 2010, 396, 229 ; Liu, Z., et al. Preparation of carbon nanotube bioconjugates for biomedical 
applications. Nat. Protoc. 2009, 4, 1372 ; Beal, D. M., et al. Click-enabled heterotrifunctional template 
for sequential bioconjugations. Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 548. 
Chapitre III!
!
!
"$!
La cycloaddition des ylures de pyridinium permet de joindre deux sous-unités en créant un 
hétérocycle fluorescent. La post-fonctionnalisation de l’indolizine permettrait ainsi d’obtenir 
une structure rigide de type "tripode". Après un état des lieux bibliographique des structures 
multimériques, les résultats préliminaires de fonctionnalisation et d’assemblages seront 
présentés.  
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PARTIE A : Les plateformes multimériques 
 
Les avancées dans le domaine de la chimie "click" ont facilité la synthèse d’architectures 
moléculaires toujours plus sophistiquées. La fiabilité et la sélectivité des couplages sont 
particulièrement bien adaptées aux macromolécules, et c'est en particulier le cas des réactions 
dites bioorthogonales. Une présentation non exhaustive des différents tripodes ainsi que les 
moyens de couplage utilisés pour les fonctionnaliser va être présentée. 
 
I/- Synthèse de structures rigides tripodales  
L’équipe de Waldmann a été la première à décrire une plateforme rigide tri-fonctionnalisable 
de structure benzénique
2
. Cette plateforme combine trois fonctions réactives sur le cycle 
(Figure 27): 
- un acide carboxylique pour le couplage de type amide 
- un thiol masqué pour le couplage thiol-ène 
- un azoture pour un couplage de type Staudinger ou CuAAC 
 
 
!
Figure 27 : Châssis moléculaire thiol-amide-CuAAC 
 
 
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
2
 Watzke, A., et al. Site-selectiveprotein immobilization by Staudinger ligation. Angew. Chem. Int. Ed. 
2006, 45, 1408. 
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II/- Synthèse de tripode à partir d’un squelette lysine  
Une seconde famille de plateformes, moins rigides et de nature peptidique a été décrite. Elles 
permettent l’assemblage de trois composés chimiques. La première de ces structures 
(Plateforme A)
3
 est un dipeptide (lysine-cystéine), contenant trois fonctions réactives (Figure 
28) : 
- un groupe N-hydroxysuccinimidyl carbamate réactif avec les amines  
- une oxyamine pour une réaction avec une fonction aldehyde/cétone  
- un groupement thiol masqué 
 
Dans cette première génération de tripode, la non orthogonalité chimique entre les fonctions 
réactives implique l’utilisation de groupements protecteurs temporaires (phtaloyle pour 
l’oxyamine et disulfure pour le thiol). Deux étapes supplémentaires de déprotection vont 
mettre en jeu l’emploi d’hydrazine et de dithiothreitol (DTT). Ces réactifs peuvent entrainer 
des réactions secondaires sur des molécules possédant des fonctions sensibles aux 
nucléophiles et/ou pouvant être réduites.  
C’est pourquoi, un nouveau châssis moléculaire (Plateforme B)
4
 comportant de nouvelles 
fonctionnalités a été synthétisé pour effectuer les ligations chimiques de façon plus sélective. 
Il contient : 
- une hydroxylamine pour la ligation de type oxime 
- une fonction thiol pour le couplage avec un maléimide  
- un azoture pour effectuer un couplage de type CuAAC.  
 
La réaction sur la fonction azoture est effectuée en dernier pour éviter des réactions 
secondaires liées à la présence du cuivre et de l’ascorbate de sodium. La limitation de cette 
plateforme est le rendement de la synthèse à partir de la Fmoc-Lys-OH, extrêmement faible 
(moins de 1%).  
!
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
3
 Clave, G., et al. A novel heterotrifunctional peptide-based cross-linking reagent for facile access to 
bioconjugates. Applications to peptide fluorescent labelling and immobilisation. Org. Biomol. Chem. 
2008, 6, 3065. 
4
 Clave, G., et al. A universal and ready-to-use heterotrifunctional cross-linking reagent for facile 
synthetic access to sophisticated bioconjugates. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 4329. 
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Figure 28 : Plateformes multimériques dérivées de la lysine 
 
L’équipe de Boturyn a développé une version comportant quatre fonctions alcynes combinées 
avec un aldéhyde et un maléimide (Plateforme C)
5
. Le squelette est, cette fois, basé sur un 
décapeptide formé de 6 lysines, deux prolines et deux glycines. L’application de ce système 
est illustrée par le couplage séquentiel de glucides (formation d'éther d'oxime), du peptide 
KLA (addition sur le maléimide) et du peptide cyclique RGD (couplage de type CuAAC).  
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
5
 Galibert, M., et al. Access to molecular assemblies through one-pot triple orthogonal chemoselective 
ligations. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 1901. 
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Enfin, l’équipe de Jones a mis au point une plateforme comportant un système de ligation 
bioorthogonal grâce à l’introduction d’un cyclooctyne activé (Plateforme D)
6
. Le squelette 
est synthétisé en cinq étapes à partir de la Fmoc-lysine avec un rendement global de 6%. Il 
comporte des fonctions alcynes adaptées au couplage CuAAC ou SPAAC (strain-promoted 
azide-alkyne) et thiol-ène. L’ordre de réactivité de ce système est variable, cependant le 
couplage SPAAC doit être fait avant celui avec le cuivre pour éviter des réactions croisées. 
Notons que dans ce cas, les couplages se font en "un pot". 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
6
 Beal, D. M.; Jones, L. H. Molecular scaffolds using multiple orthogonal conjugations: applications in 
chemical biology and drug discovery. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6320 ; Beal, D. M., et al. 
Click-enabled heterotrifunctional template for sequential bioconjugations. Org. Biomol. Chem. 2012, 
10, 548. 
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PARTIE B : Tri-fonctionnalisation séquentielle de la plateforme rigide 1,3,7-indolizine 
  
L’objectif de cette partie est de montrer que le châssis de type indolizine peut permettre : 
) d’assembler facilement trois synthons en deux étapes 
) d’obtenir un ensemble tétramérique fluorescent 
) d’être compatible avec la présence de biomolécules 
 
 
Figure 29 : Châssis moléculaire tétramérique de type d’indolizine 
La chimie des sels de pyridinium ainsi que celle des indolizines doit donc être adaptée en vue 
d'une application comme édifices multimérique fluorescents (Figure 29).  
 
I/- Fonctionnalisation des sels de pyridinium 
La fonctionnalisation des sels de pyridinium est une étape clé pour leur application potentielle 
en réaction de couplage. L’introduction d’un synthon doit être facile et généralisable à une 
large gamme de synthons pour être utilisée en chimie "click".  
A titre de comparaison, l’introduction de la fonction azoture sur un synthon est une procédure 
bien décrite, se faisant facilement à partir de dérivés halogénés ou d’amines primaires. 
L'inconvénient majeur est le caractère potentiellement explosif des azotures. A l’inverse, la 
fonctionnalisation des sels de pyridinium est un domaine très peu exploré en chimie organique 
notamment du fait de la réactivité particulière de ces entités.  
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Deux voies de synthèse ont été envisagées : 
- Tout d’abord une fonctionnalisation sur la position 1 de la pyridine (en deux étapes) : un 
synthon portant une amine, primaire ou secondaire, est acylée par réaction avec un dérivé 
d'acide halogéno-acétique (chlorure ou anhydride d’acide, ou ester activé) puis l'halogéno-
acétamide réagit avec une pyridine (N-alkylation) pour former le sel de pyridinium 
correspondant. 
- La seconde voie d’accès met en jeu la pré-fonctionnalisation de la position quatre de la 
pyridine par une fonction réactive (ester activé, azoture…), suivie par la réaction de N-
alkylation menant au sel de pyridinium. 
 
I/-1- Fonctionnalisation du sel de pyridinium en position 1 
Pour tester cette approche, la propylamine a été introduite sous forme d'amide sur un sel de 
pyridinium. Il a été montré précédemment que ce type de substituant ne modifiait pas de 
façon importante la génération et la réactivé de l’ylure de pyridinium (Partie II-B). 
Schéma 41 : Introduction d'un synthon aminé (propylamine) sur le sel de pyridinium 
La réaction d'acylation a été réalisée à partir du chlorure d’acide chloro-acétique et de la 
propylamine. La seconde étape s’effectue dans l'acétone sous irradiation ultrasons pendant 
10h en gardant une température de la cuve inférieure à 50 °C. Notons que l’ajout de NaI 
permet de faire l’échange d’halogène in situ et facilite la réaction d’acylation. Dans l'optique 
d'une utilisation en chimie "click", le ligand potentiel serait ainsi relié au dipôle par un lien 
amide généralement stable. Le sel de pyridinium est obtenu avec un rendement acceptable 
(non optimisé) et selon un procédé chimique facile à mettre en œuvre. Le fait de former le sel 
de pyridinium dans la dernière étape permet d’éviter les difficultés liées à sa réactivité 
particulière. Nous avons en effet tenté sans succès de préparer le même composé par 
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amidation directe du sel de pyridinium fonctionnalisé en position 1 par une chaine 
carboxylique. Notons que l'étape d'acylation par un chlorure ou bromure d'halogéno-acétique 
est souvent utilisée en chimie "click" (CuAAC) pour introduire l'azoture. L’aspect limitant de 
cette voie de synthèse peut être la sélectivité de la fonctionnalisation dans le cas où le ligand 
possèderait plusieurs centres réactifs. 
I/-2- Pré-fonctionnalisation de la pyridine en position 4  
 
Les études de réactivité réalisées antérieurement (partie B) ont établi que la formation d’un 
amide en position 4 de la pyridine représentait une bonne alternative pour la 
fonctionnalisation du sel de pyridinium. Nous avons donc effectué plusieurs essais soit de 
fonctionnalisation directe du sel de pyridinium soit de pré-fonctionnalisation de la position 4 
de la pyridine avant alkylation par le bromoacétate d'alkyle.  
!
I/-2- a- Fonctionnalisation de type amide 
 
De nombreuses méthodologies de synthèse de la liaison amide sont décrites de part le 
développement important de cette chimie en synthèse peptidique. Le couplage peut être 
réalisé à partir d’une amine et d’un acide carboxylique en présence d’un agent de couplage 
(EDC, DCC, HOBT…) ou à partir d’un ester préalablement activé (N-hydroxy succinimide).  
Cette chimie a été utilisée pour fonctionnaliser les sels de pyridinium avec un acide 
carboxylique, soit directement en position quatre de la pyridine (sel d’acide iso-nicotinique 
133) soit sur une chaine latérale (glycine) fixée sur le pyridinium 136 (Schéma 42). 
!
Schéma 42 : Introduction d’un acide carboxylique sur le cycle pyridinium 
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Le sel d’acide iso-nicotinique 133 a été obtenu par alkylation de l'acide iso-nicotinique 
commercialement disponible avec un rendement de 35%. Pour le sel de pyridinium 136, la 
première étape de la synthèse est le couplage entre l’acide iso-nicotinique et un amino-ester, 
dérivé de la glycine. Cette synthèse fait intervenir l’EDC pour activer la fonction 
carboxylique et permet d’obtenir l’amide correspondant avec un rendement de 64%. Une fois 
l’alkylation réalisée, le groupement tert-butoxycarbonyle (BOC) est hydrolysé en milieu acide 
(TFA). Le rendement global de la synthèse du sel 136 sur les trois étapes est de 36%. 
Les essais de couplages sur ces précurseurs ont été effectués avec la propylamine, en 
privilégiant des conditions douces (température) et un milieu réactionnel neutre ou légèrement 
acide pour éviter de former l’ylure au cours de la réaction. Leur réactivité est très différente 
notamment du fait de la conjugaison de la fonction carboxylique sur le cycle pour le composé 
133 (Schéma 43).  
 
Schéma 43 : Fonctionnalisation des sels de pyridinium par un lien amide 
 
Le couplage direct sur 133 ou 136 s'est révélé impossible indépendamment de la méthode 
d’activation choisie. Différentes stratégies ont été employées comme la formation du chlorure 
d’acide sur le sel de pyridinium, ou encore l’utilisation des agents de couplages de type 
carbodiimides comme le DCC ou l’EDC. Concernant le précurseur 136, le couplage sur 
l’acide carboxylique terminal est loin d’être trivial, l’emploi des agents de couplages de type 
carbodiimide ou de l’hydroxy-benzotriazole (HOBt) s'est révélé inefficace. Une seconde 
stratégie a été de synthétiser l’ester activé correspondant (N-hydroxy-succinimide) de façon à 
avoir un précurseur d’ylure "prêt à l’emploi" pour brancher un synthon aminé. La synthèse 
n’a pas abouti.  
L’accrochage par un lien amide sur le sel de pyridinium est une voie d’accès qui ne semble 
pas adaptée à la mise au point d’un système fonctionnalisable efficace et facile à mettre en 
œuvre.  
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I/-2- b- Fonctionnalisation du pyridinium par addition nucléophile 
  
Une seconde alternative est d’utiliser un couplage de type addition de Michael pour venir 
fixer un ligand (thiol ou amine) sur le sel de pyridinium portant un maléimide. Nous avons 
vérifié préalablement que cet imide insaturé, entrant dans la catégorie des 
dipolarophiles/diènophiles (réactions de Diels-Alder), ne réagissait pas avec les ylures de 
pyridinium à température ambiante. La synthèse d’une chaine aminée portant un maléimide 
137 a été réalisée selon la méthode décrite dans la littérature à partir de diaminopropane 
monoprotégé et de N-(éthoxycarbamoyl)maléimide (Schéma 44).  
 
Schéma 44 : Synthèse décrite de 137
7
 
 
L’amine 137 est mise en réaction avec l’acide iso-nicotinique pour mener à la 
fonctionnalisation de la pyridine par le maléimide avec un rendement de 51% (Schéma 45). 
Cependant, le produit se décompose lors de l’étape d’alkylation avec le bromoacétate de 
méthyle. Le maléimide est trop sensible pour être un bon point de fonctionnalisation sur les 
précurseurs d’ylures. 
 
!
Schéma 45 : Fonctionnalisation par un maléimide  
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
7
 Huber, E., et al. Aminoalkylmaleimide und davon abgeleitete hapten- und antigenderivate sowie 
konjugate mit peptiden oder proteinen. 1990, Brevet DE 3919915 A1.  
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I/-2- c- Introduction d'une triple liaison pour une post-fonctionnalisation par couplage 
de type CuAAC 
La méthodologie CuAAC a été envisagée pour assembler un synthon au sel de pyridinium par 
l’intermédiaire d’un cycle triazole (Schéma 46). La propargylamine a été fixée sur l’acide iso-
nicotinique en présence d’EDC. L’amide 140 est ensuite alkylé par le bromoacétate de 
méthyle sous irradiation ultrasons. Le sel de pyridinium pré-fonctionnalisé 141 est obtenu 
avec un rendement global de 41%. La fonction alcyne portée par le sel à l’avantage de ne pas 
réagir en cycloaddition avec les ylures de pyridinium (cf. Chapitre II), ce qui évite toute 
réaction croisée. A partir du précurseur 141, deux méthodologies de synthèse ont été essayées 
pour la réaction de l’alcyne sur l’azoture de benzyle par catalyse au cuivre(I).  
Schéma 46 : Fonctionnalisation par une triple liaison 
 
La première méthode (voie A) consiste à utiliser le sulfate de cuivre(II) en présence d’acide 
ascorbique pour générer le cuivre(I). Cette voie de synthèse est la plus décrite pour les 
réactions de CuAAC, elle se réalise à température ambiante. Dans ce cas, après 18h de 
réaction aucun produit de couplage n’est observé. 
L'autre alternative (voie B) met en jeu la réaction avec de l’iodure de cuivre(I) et en présence 
d’une base (DIPEA) dans le DMF. A nouveau, la cycloaddition entre l’alcyne et l’azoture n’a 
pas eu lieu. On retrouve majoritairement les réactifs en fin de réaction. 
!
!
!
!
!
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I/-2- d- Fonctionnalisation de type oxime ou éther d'oxime 
 
Deux approches ont été testées à partir de la 4-acétyl-pyridine. Tout d’abord, un couplage de 
type éther d’oxime entre un sel de 4-formyl ou 4-acétyl-pyridium et une hydroxylamine O-
alkylée. Cette réaction a été effectuée à température ambiante sur l’acétyle fixé en position 4 
du sel de pyridinium 90 avec la benzyloxyamine. Le couplage mène à un mélange de produits 
dont les isomères éther-d’oxime cis et trans 143 (non majoritaires). 
La seconde option est de faire réagir la 4-formyl-pyridine avec l’hydroxylamine pour former 
l’oxime 144, avant l'étape de N-alkylation avec le bromoacétate de méthyle menant au sel 
145, le synthon pouvant ensuite être introduit par alkylation ou acylation de l'oxime. 
L'alkylation d'une oxime se passe généralement en milieu basique, ce qui la rend impossible 
au stade du sel de pyridinium. Nous avons donc tenté une réaction d'estérification par 
l'anhydride acétique. Cette réaction n’a pas abouti au produit souhaité, une élimination s’est 
produite menant au sel de 4-cyano-pyridinium 91 (Schéma 47).  
 
!
Schéma 47 : Fonctionnalisation par formation d'un ester ou éther d’oxime 
A ce stade du projet, la fonctionnalisation en 4 des sels de pyridinium semble difficile, nous 
n'avons pas trouvé de protocole efficace et généralisable à une large gamme de réactifs. 
Cependant, les diverses indolizines obtenues feront l’objet de réactions de post-
fonctionnalisation. 
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II/- Post-fonctionnalisation des indolizines : application à la synthèse d'une plateforme 
multimérique fluorescente 
 
II/-1- Fonctionnalisation de l’indolizine en position 7 
La réaction de couplage du sel de pyridinium avec un alcyne mène à une indolizine substituée 
sur les positions 1,3 (voire en 2 si l’alcyne est disubstitué). L’avantage de ce cycloadduit, à la 
différence d’un triazole, d’une isoxazoline ou des diazines formés lors des réactions de "click" 
est la possibilité de post-fonctionnalisation. L’introduction d’un troisième partenaire a été 
envisagée sur la position 7 de l'indolizine, de manière à conserver en amont, la symétrie du sel 
de pyridinium.  
La réaction entre une cétone (ou un aldéhyde) présent en position 7, avec un synthon 
fonctionnalisé par une hydroxylamine O-alkylée semble être une voie prometteuse. La liaison 
éther d’oxime a par ailleurs déjà montré son efficacité dans l’assemblage de biomolécules. 
Nous avons essayé cette réaction sur l'indolizine 109 avec le chlorhydrate de benzyl-
oxyamine. L'oxime 146 a été obtenue avec un rendement de 66% (non optimisé). Ainsi une 
première structure "tripodale" fluorescente portant trois substituent différents sur le 
fluorophore central  a été obtenue avec un rendement global de 51% (Schéma 48).  
!
Schéma 48 : Fonctionnalisation par un éther d’oxime en position 7 
Sur ce même cycloadduit 109, une réaction d'amination réductrice avec la propargylamine a 
été envisagée pour introduire la propargylamine. Cependant, nous n'avons pas obtenu l'amine 
désirée 147 mais l'alcool 148, issu de la réduction par le borohydrure de sodium de la fonction 
cétone (Schéma 49). En présence de cyanoborohydrure de sodium, nous n'avons observé 
aucune réaction. 
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Schéma 49 : Fonctionnalisation par une amine en position 7 de l’indolizine  
 
II/-2- Post-fonctionnalisation de l’indolizine en position 1 
Une variante à cette voie de synthèse est décrite dans le Schéma 50. Elle consiste à faire la 
cycloaddition entre le sel de pyridinium 90  et le dipolarophile 7 fonctionnalisé par une triple 
liaison. Cela permet d'obtenir l'indolizine fluorescente 149 possédant deux fonctions réactives 
pour effectuer la post-fonctionnalisation.  
!
Schéma 50 : Post-fonctionnalisation l’indolizine  
Dans l'exemple choisi, la première étape de cycloaddition a été réalisée dans le DMF pour 
mener à l'indolizine 149 avec 34% de rendement après 3h de réaction. La synthèse de l'éther 
d'oxime 150 est effectuée dans le MeOH en faisant réagir le chlorhydrate de benzyloxyamine, 
avec 35% de rendement. Ces deux réactions n'ont été réalisées qu'une fois et ne sont pas 
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optimisées. Pour la suite du projet, il conviendra d'essayer de faire réagir la triple liaison 
isolée soit avec un azoture (CuAAC) soit avec un autre dipôle (nitrone, nitrile oxyde). 
 
III/- Nouvelle réaction de chimie "click" : Application à la synthèse de dérivés de tacrine 
Le premier but de ce travail est la mise au point d'une réaction de couplage non-catalysée par 
les métaux et applicable à la synthèse de molécules bioactives en présence de leur cible 
biologique. Comme preuve de concept, nous avons entrepris la synthèse de dérivés de la 
tacrine (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine). Cette molécule et ses analogues dimériques ont 
montré de très bonnes propriétés d’inhibition de l’acétylcholinestérase (AChE) trouvant ainsi 
une application dans le traitement de la maladie d’Alzheimer
8
. Pour préparer des homo- ou 
hétéro-dimères de tacrine, l'hétérocycle de base (tetrahydroacridine) a été fonctionnalisé par 
une chaine terminée par un propiolamide pour jouer le rôle de dipolarophile, puis assemblé en 
conditions douces avec un sel de pyridinium ou analogue. 
 
III/-1- Synthèse d’un dipolarophile dérivé de tacrine 
Le choix de la fonctionnalisation par un propiolamide est justifié par sa réactivité à 
température ambiante, et la bonne stabilité des liaisons amides en conditions physiologiques. 
La synthèse de 155 est réalisée en quatre étapes selon la méthode décrite dans la littérature et 
représenté dans le Schéma 51. Tout d’abord, une condensation entre l’acide anthranilique et la 
cyclohexanone va mener à 152, qui par réarrangement en présence de trichlorure de 
phosphoryle et de potasse permet d’obtenir le dérivé chloré 153 avec un rendement global de 
83% sur les deux étapes (Schéma 51).  
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
8
 Carlier, P. R., et al. Heterodimeric tacrine-based acetylcholinesterase inhibitors: investigating ligand-
peripheral site interactions. J. Med. Chem. 1999, 42, 4225 ; Chen, Y., et al. NO-Donating tacrine 
derivatives as potential butyrylcholinesterase inhibitors with vasorelaxation activity. Biorg. Med. 
Chem. Lett. 2013, 23, 3162 ; Marco-Contelles, J., et al. Novel multipotent tacrine-dihydropyridine 
hybrids with improved acetylcholinesterase inhibitory and neuroprotective activities as potential drugs 
for the treatment of Alzheimer's disease. J. Med. Chem. 2006, 49, 7607 ; McKenna, M. T., et al. Novel 
tacrine analogues for potential use against Alzheimer's disease: potent and selective 
acetylcholinesterase and 5-HT uptake inhibitors. J. Med. Chem. 1997, 40, 3516 ; Recanatini, M., et al. 
SAR of 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine-based acetylcholinesterase inhibitors: synthesis, enzyme 
inhibitory activity, QSAR, and structure-based CoMFA of tacrine analogues. J. Med. Chem. 2000, 43, 
2007. 
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Le composé 153 est ensuite fonctionnalisé par une chaine à trois carbones, constituant le futur 
"bras espaceur" du dimère, avec une fonction amine à son extrémité-!L'amine terminale est 
ensuite transformée en propiolamide suite à un couplage avec l’acide propargylique en 
présence de DCC. Notons que cette étape ne fonctionne pas en utilisant la catalyse 
enzymatique (CAL B) que nous avons mise au point (cf. chap. I/A). La synthèse du 
dipolarophile 155, à partir du précurseur 153 a été réalisée avec un rendement de 22%.  
 
 
Schéma 51 : Synthèse du dipolarophile activé 154 dérivé de la tacrine 
 
III/-2- Cycloaddition du dérivé de tacrine 
Nous avons envisagé des couplages avec plusieurs sous-unités pour la suite de ce travail. 
Dans un premier temps, le composé 154 va être couplé avec un ylure d’iso-quinoléinium, ce 
dipôle présentant une bonne réactivité et régiosélectivité en cycloaddition 1,3-dipolaire (cf 
Chapitre II). L’assemblage, réalisé en conditions douces, va permettre la création d’un nouvel 
hétérocycle fluorescent fonctionnalisé par la tacrine (Figure 30). Cette réaction est 
actuellement développée au laboratoire par Isabelle Baussanne. 
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Figure 30 : Cycloadduit tacrine –indolizine fluorescent 155 
 
L’objectif sera ensuite de diversifier la structure du dipôle, par exemple en jouant sur la nature 
de l’ylure (phénantridinium, quinoléinium...) ou en fonctionnalisant un sel de pyridinium 
comme décrit précédemment. En collaboration avec Sabine Chierici (Département de Chimie 
Moléculaire) la réaction de couplage sera ensuite effectuée in situ en présence de 
l'acétylcholinestérase selon la stratégie développée par Sharpless
9
.  
 
IV/- Perspectives : Synthèse d’un dérivé fluorescent de la biotine 
Les données obtenues lors des études de réactivité et de fonctionnalisation nous permettent à 
présent d’envisager la synthèse d’édifices moléculaires plus complexes. Cette nouvelle 
méthode de couplage sera mise à profit pour synthétiser un dérivé fluorescent de la biotine et 
son couplage possible avec deux autres synthons : par exemple, un pharmacophore et une 
unité photo-activable. Ce projet (Figure 31) est actuellement en cours de développement au 
laboratoire dans le cadre d'une collaboration avec une équipe de biologistes du CEA.  
La première étape consistera à fonctionnaliser la biotine par un sel de pyridinium, puis 
d’effectuer la cycloaddition 1,3-dipolaire avec un alcyne de type propiolamide, par exemple le 
pharmacophore 14 (cf. Chap 1)
10
. Enfin, une unité photo-activable pourra être amenée en 
effectuant un couplage éther d'oxime. Ce type d'assemblage sera utilisé pour identifier la cible 
biologique (protéine) du pharmacophore choisi. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
9
 Krasinski, A., et al. In situ selection of lead compounds by click chemistry: target-guided 
optimization of acetylcholinesterase inhibitors. J. Am. Chem. Soc. 2004, 127, 6686. 
10
 Bonte, S., et al. Playing with lipases to favor 1,2- versus 1,4-addition of nucleophiles to propiolic 
ester: access to activated terminal alkines. Tetrahedron 2013, submitted. 
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Les squelettes multi-fonctionnalisables basés sur un motif indolizine ne sont qu’au début de 
leur développement au laboratoire. On peut également imaginer utiliser une triple liaison di-
fonctionnalisée pour arriver à un système à cinq partenaires ou encore réaliser les assemblages 
en "un pot". 
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Figure 31 : Construction d'une plateforme biotinylée tri-fonctionnalisée  
!
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION 
 
!
!
!
!
!
!
!
!
!
 
 
 
 
Conclusion!
! ""#!
Mon projet de thèse consistait à concevoir et préparer des molécules bioactives comportant plusieurs 
sous-unités en utilisant des méthodes de synthèse rationnelles, si possible éco-compatibles. Pour 
l'étape clé de couplage entre les synthons nous avons envisagé d'utiliser la cible biologique (protéines 
ou acides nucléiques) comme matrice ou/et catalyseur.  
Ce projet était nouveau dans l'équipe et il fallait tout d'abord mettre au point une réaction de couplage 
qui répondait à un cahier des charges précis: pouvoir effectuer les réactions en solvant organique peu 
toxique comme un alcool ou mieux dans l'eau à pH neutre, à température ambiante, sans catalyseur 
métallique, et avec une méthodologie originale applicable à une grande variété de synthons (molécules 
des synthèse et biologiques). De plus, afin de pouvoir suivre facilement la formation des produits de 
couplage, il est apparu indispensable que la réaction soit "fluorogénique", c'est à dire qu'un hétérocycle 
fluorescent soit généré à partir de synthons non-fluorescents.  
La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre ylure de pyridinium et alcyne, déjà utilisée au 
laboratoire, nous a semblé prometteuse pour atteindre ces objectifs. Le produit de la réaction est une 
indolizine fluorescente.  
 
Cette réaction est connue et bien documentée dans la littérature, mais les données sont fragmentaires et 
il était difficile de bien cerner les différents paramètres de la réaction. Nous avons donc abordé les 
différents éléments de la réaction afin de sélectionner les meilleurs synthons et d'optimiser les 
conditions réactionnelles :  
1) synthèse et fontionnalisation des alcynes (dipolarophiles) 
2) synthèse et étude comparative de la réactivité d'une petite famille de sels de pyridinium diversement 
substitués  
3) fonctionnalisation des sels de pyridinium réactifs en conditions douces. 
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Optimisation des dipolarophiles :  
Cette réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire nécessite la présence de groupes électro-attracteurs sur la 
triple liaison. Nous avons montré qu'effectivement un alcyne isolé ne réagissait pas. Nous avons 
développé deux classes d'alcynes : des dérivés de l'acide propiolique (esters ou amides) et des triples 
liaisons fixées sur des hétérocycles déficients en électrons (quinoléine).  
La synthèse des esters et amides propioliques n'est pas triviale à cause de leur forte réactivité comme 
accepteurs de Michael. Nous avons mis au point des méthodes de synthèse biocatalysée par la lipase 
CAL B en solvant organique. Cette méthode a permis de préparer des synthons qui seront 
particulièrement intéressants pour les futures applications, soit parce qu'ils comportent une autre 
fonction réactive, soit à cause de leur structure générale. 
 
 
 
 
Nous avons aussi préparé plusieurs dérivés de type éthynylquinoléine afin d'en étudier leur potentialité 
en tant que dipolarophiles. En effet, la fixation d'une triple liaison sur un hétérocycle pourra être 
utilisée pour fonctionnaliser directement des hétérocyles azotés biologiquement intéressants (acridine, 
phénantroline). 
 
Optimisation du dipôle : 
Nous avons concentré nos efforts sur les ylures de pyridinium dont le méthylure est fonctionnalisé par 
une fonction carboxylate ou amide stabilisante. Nous avons tout d'abord optimisé les méthodologies de 
synthèse des sels de pyridinium, en utilisant une activation par les ultrasons. Nous avons ainsi préparé, 
caractérisé et mesuré les pKa d'une famille de 22 sels de pyridinium et cycles apparentés.  
Afin de comparer leur réactivité en cycloaddition, une réaction-type a été mise en œuvre (réaction 
avec le propiolate d'éthyle dans le méthanol en présence de K2CO3 comme base).  
Deux synthons ont clairement montré une réactivité supérieure : les sels de pyridinium substitués en 
position 4 par un groupement électroattracteur (4-CN ou 4-COCH3). Une approche en chimie 
théorique effectuée en collaboration avec Hélène Jamet (DCM) n'a pas permis de proposer un 
N
H
O
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O
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N
O
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O
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mécanisme réactionnel justifiant pourquoi les meilleurs partenaires de la réaction, dipôle et 
dipolarophile, doivent être substitués par des groupements électro-attracteurs.  
Suite à cette première étude, la cycloaddition a été réalisée avec des dipolarophiles de structures 
variées (dérivés d'acide propiolique ou éthynylquinoléine) montrant ainsi la bonne réactivité des ylures 
de 4-cyano- et 4-acétyl-pyridinium et confirmant leur utilisation possible en chimie "click". Notons 
que la cycloaddition avec les propiolamides jamais décrite dans la littérature nous permet de proposer 
le concept  (PYAC, "Pyridinium Ylide Alkyne Cycloaddition"). 
Nous avons ensuite montré qu'on pouvait pré- ou post-fonctionnaliser l'indolizine finale sur 3 positions 
par des acides, alcools, amine, alcynes… Ces résultats ouvrent la voie à une application en chimie 
&click& fluorogenique avec la formation et la fonctionnalisation d'une plateforme fluorescente 
tripodale. Nous avons préparé une structure tripodale (ester/alcyne/éther d'oxime) comme première 
preuve de concept. 
 
 
L'autre application concerne l'utilisation de cette réaction de couplage pour la synthèse de molécules 
dimériques. Par manque de temps, nous n'avons pas pu effectuer un premier essai de couplage en 
présence de la cible biologique. Ce travail est en cours de développement. La première cible choisie 
est l'acétylcholinestérase.  
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I/- General considerations 
I/-1- Chemicals and materials 
Melting points were determined using a ReicherThermovar apparatus and are uncorrected. 
NMR spectra were recorded on Bruker Avance 400 spectrometer using the solvent as the 
internal reference (CDCl3 at 7.24 ppm); the chemical shifts are reported in parts per million 
(ppm) units. Ethyl propiolate, benzylamine, benzyl alcohol and benzyl mercaptan purchased 
from Sigma Aldrich were used without further purifications. Ionic liquids, EOPipNTf2 
(EOP), MOPyrroNTf2 (MOP) and MOImNTf2 (MOI) were prepared by Nathalie Kardos 
from Université de Savoie (France). C. rugosa (also called cylindracea) lipase (CRL) (700 
U/mg solid) and type II lipase crude from porcine pancreas (PPL) (190 U/mg protein) were 
purchased from Sigma Chemical Co; C. Antarctica lipase B (CAL B) Novozyme 435 (7400 
PLU/g) and lipase immobilized from Rhizomucormiehei (Lipozyme RM IM) (LIP) (7800 
U/g) were generous gifts of Novozymes A/S. Biochemika lipase immobilised in Sol-Gel-AK 
from P. cepacia lipase (40 U/g). 
Compounds 2,7,9,12,14,16 and 18 are commercially available (from Sigma Aldrich); 
I/-2- pKa determination 
pka determination was done according to a potentiometric method 
I/-3- Fluorescence determination 
Measures were done with Fluorimax-4 in buffer Tris pH 7,5 (2% DMSO). The wavelenghts 
were determined from 10
-4
 to 10
-6
 M. 
 
II/- Synthesis: 
Procedure A: Enzyme screening protocol 
 The reactions were performed in triplicate in 1.5 mL microtubes or in 5 mL test tubes 
containing a small stirring bar. The nucleophile (benzyl alcohol, -mercaptan or –amine), 0.2 
mmol) was added to a suspension of the chosen enzyme (80 mg) in 1 mL of the chosen 
solvent. The mixture was shaken for 1 min (ultrasound stirring) before addition of ethyl 
propiolate (11 mL, 0.6 mmol). The capped microtubes were orbitally shaken at 1000 rpm in a 
thermoshaker (TS) at the chosen temperature for the desired time. The open test tubes were 
magnetically stirred at 250 rpm at the chosen temperature for the desired time. The 
suspensions were then filtered off to remove the enzyme, the solids were washed twice with 
EtOH and Et2O and the solvents were evaporated under reduce pressure. The residues were 
then diluted with DMSO-d6 or CDCl3 for NMR analysis. 
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N-Benzylprop-2-ynamide (2) 
!
Benzylamine (1 mL, 9.16 mmol) was added to a suspension of the CAL B (2 g) in tBME (10 
mL) in a round-bottom flask. The mixture was mixed for 1 min (ultrasound stirring) before 
addition of ethyl propiolate (1.85 mL, 18.3 mmol). The mixture was gently stirred overnight 
at 50°C. The suspension was then filtered to remove the enzyme, the solid was washed twice 
with CH2Cl2 and the solvents were evaporated under reduced pressure. Methanol was added 
to the oily residue. The filtrate was evaporated to dryness to afford an oily residue that was 
triturated in diethyl ether to give 2 (980 mg, 6.1 mmol) as a pure white powder in 67 % yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm)!7.30-7.44 (m, 5H); 6.33 (br s, 1H); 4.18 (d, 2H, J=8.0 
Hz); 2.85 (s, 1H). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 152.7; 137.6; 129.5; 128.5; 127.8; 
77.7; 74.3; 44.4. In accordance with the literature: Coppola, G. M.; Damon, R. E. Synth. 
Commun. 1993, 23, 2003-2010. 
Depending on the reactions conditions a mixture of 2, 3, 4 and 5 is obtained at the end. The 
purification was done only for compound 2 and the other ones were identified by their 
1
H  
NMR characteristic signals. 
 
 
Z/E Ethyl 3-(benzylamino)propen-2-enoate (3-4) 
 
NH CO2Et
!
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.11 (br s, 1H, NH) ; 7.61-7.66 (dd, 1H, J=13.2, 8.1 
Hz, isomer E) ; 7.28–7.34 (m, 5H, C6H5) ; ), 6.92-6.97 (dd, 1H, J=13.2, 8.1 Hz, isomer Z) ; 
4.82 (d, 1H, J=13.2 Hz, isomer E) ; 4.53 (d, 1H, J=8.1 Hz, isomer Z) ; 4.34 (d, 2H, J=6.0 Hz, 
NCH2, isomer Z) ; 4.20 (d, 1H, J=5.2 Hz, NCH2, isomer E) ; 4.06–4.12 (dd, 2H, J=14.3, 7.2 
Hz, CH2) ; 1.24–1.26 (m, 3H, CH3). In accordance with literature data: C. Baumert et al.; 
Bioorg. Med. Chem. 21 (2013) 166–177. 
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1,5-Diethyl (2E,4Z)-4-[(benzylamino)methylidene]pent-2-enedioate (5) 
NH CO2Et
CO2Et !
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.25 (br s, 1H); 7.28-7.44 (m, 7H); 6.09 (d, 1H, 
J=15.7 Hz); 4.41 (d, 2H, J=5.9 Hz); 4.30 (q, 2H, J=7.1 Hz); 4.23 (q, 2H, J=7.1 Hz); 1.40 (t, 
3H, J=7.1 Hz); 1.32 (t, 3H, J=7.1 Hz). In accordance with the literature: Anghelide, N.; 
Draghici, C.; Raileanu, D. Tetrahedron 1974, 30, 623-632. 
 
 
 
N-(Prop-2-yn-1-yl)prop-2-ynamide (7) 
HN
O
!
The reaction was performed as described for 2, starting from propargylamine 6 (32 ml, 1.5 
mmol), ethyl propiolate (443 ml, 4.37 mmol), and CAL B (130 mg) in dioxane (2 ml). The 
propiolamide 7 was obtained as oil in 95% yield (414 mg, 1.42 mmol). 
1
H NMR (400 MHz, 
CDCl3):!δ!&ppm)!6.18 (br s, 1H); 4.09 (dd, 1H, J=5.2, 2.4 Hz); 2.84 (s, 1H); 2.28 (t, 1H, J=2.4 
Hz). In accordance with the literature: Elamari, H.; Meganem, F.; Herscovici, J.; Girard, C. 
Tetrahedron Lett. 2011, 52, 658-660. 
 
 
N-(2,2-Diethoxyethyl)prop-2-ynamide (9) 
MeO
OMe
H
N
O !
The reaction was performed as described for 2, starting from 2,2-diethoxyethylamine 8 (163 
mL, 1.5 mmol), ethyl propiolate (443 mL, 4.37 mmol), and CAL B (600 mg) in dioxane (6 
mL). The propiolamide 9 was isolated in 45% yield after column chromatography (elution: 
pentane/diethyl ether).!
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)! 6.20 (brs, 1H); 4.44 (t, 1H, 
J=5.6 Hz); 3.47-3.50 (m, 2H); 3.44 (s, 6H); 2.86 (s, 1H). In accordance with the literature: 
Feray, L.; Perfetti, P.; Bertrand, M. Tetrahedron 2009, 65, 8733-8737. 
!
!
!
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Ethyl (E)- 3-(morpholin-4-yl)propen-2-enoate (12) 
O
N
CO2Et !
The reaction was performed from morpholine (132 mL, 1.5 mmol), ethyl propiolate (443 mL, 
4.37 mmol), CAL B (440 mg) in dioxane (5 mL). Compound 12 was isolated as an oil (235 
mg, 1.32 mmol) after removal of the enzyme and evaporation of the solvent. 
1
H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.38 (d, 1H, J=13.0 Hz); 4.72 (d, 1H, J=13.0 Hz); 4.16 (q, 2H, J=7.1 
Hz); 3.72-3.74 (m, 4H); 3.20-3.25 (m, 4H); 1.28 (t, 2H, J=7.1 Hz). In accordance with 
literature data:!Choudhary, G.; Peddinti, R. K. Green Chem. 2011, 13, 3290-3299. 
 
 
N-[(1,3-Dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propyl]-propen-2-ynamide (14) 
!
3-(1,3-Dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propylamine 13 (400 mg, 1.57 mmol) was 
dissolved in dioxane (15 mL) in a round-bottom flask. CAL B (1.6 g) was added, and the 
mixture was shaken 1 min before adding ethyl propiolate (443 mL, 4.37 mmol). The mixture 
was gently stirred (250 rpm) at 50°C overnight. The suspension was then filtered to remove 
the enzyme, the solid was washed twice with CH2Cl2 and the solvents were evaporated under 
reduced pressure. A methanol/1N HCl mixture (1/1) was added to the residue. The solid part 
was filtered, washed with water and dried. Crystallization from methanol afforded compound 
14 (611 mg, 1.02 mmol) as a pale yellow solid in 65% yield.!
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 8.65 (dd, 2H, J=7.4, 1.0 Hz); 8.29 (dd, 2H, J=8.3, 1.0 Hz); 7.82 (dd, 2H, J=8.3, 7.4 
Hz); 7.05 (br s,1H, NH); 4.32 (t, 2H, J=6.1 Hz); 3.36 (m, 2H); 2.04 (m, 2H). 
13
C NMR (100 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.7; 152.2; 134.3; 131.6; 131.5; 128.2; 127.1; 122.4; 73.0; 37.3; 
36.4; 27.7. Mp: 177-178 °C.!
!
!
!
!
!
!
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N-[(6-dimethylamino-1,3-Dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propyl]-propen-2-
ynamide (16) 
N
O
O
HN
N
O
!
3-(6-Dimethylamino-1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propylamine 15 (119 
mg,0.4 mmol) was dissolved in dioxane (3 mL) in a round-bottom flask. CAL B (60 mg) was 
added, and the mixture was shaken 1 min before adding ethyl propiolate (82 µL, 0.8 mmol). 
The mixture was gently stirred (250 rpm) at the 50 °C overnight. The suspension was then 
filtered to remove the enzyme, the solid was washed twice with CH2Cl2 and the solvents were 
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by column 
chromatography (EtOAc/cyclohexane 5/1 mixture) to give the compound 16 (84mg, 0.24 
mmol) as a white powder in 60% yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.52 (dd, 1H, 
J=1.2, 7.2 Hz); 8.38-8.43 (m, 2H); 7.60-7.63 (m, 1H); 7.05 (d, 1H, J=8.2 Hz); 4.17-4.25 (m, 
2H); 3.19-3.26 (m, 2H); 3.06 (s, 6H); 2.76 (s, 1H); 1.87-1.94 (m, 2H). 
!
N-[2-(1H-Indol-3-yl)ethyl]prop-2-ynamide (18) 
 
The reaction was performed from tryptamine 17 (240 mg, 1.5 mmol), ethyl propiolate (443 
mL, 4.37 mmol), and CAL B (960 mg) in dioxane (9 mL). After filtration and evaporation of 
the solvent, CH2Cl2 was added to the residue. The insoluble part was filtered off and 
identified as the starting tryptamine (60 mg, 25 %). The propiolamide 18 was isolated in 33 % 
yield (105 mg, 0.49 mmol) after column chromatography (elution: CH2Cl2/diethylether  5/1 
mixture). 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 10.82 (br s, 1H); 8.35 (br s, 1H); 7.52 (d, 
1H, J=7.7 Hz); 7.34 (d, 1H, J=7.7 Hz); 7.16 (s, 1H); 7.07 (t, 1H, J=7.7 Hz); 6.99 (t, 1H, 
J=7.7 Hz); 4.10 (s, 1H); 3.31-3.40 (m, 2H); 2.83-2.86 (m, 2H). In accordance with the 
literature: Donets, P. A.; Van Hecke, K.; Van Meervelt, L. Org. Lett. 2009, 11, 3618-3621. 
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Benzyl prop-2-ynoate (24)  
!
CAL B (80 mg) was added to a solution of benzyl alcohol 17 (21.6 mg, 0.2 mmol), diluted in 
toluene (1 mL) in a round-bottom flask. The solution was shaken and then ethyl propiolate 2 
(60 mL, 0.6 mmol) was added. The mixture was magnetically stirred at 50 °C for 6 h in an 
open round flask. The immobilized enzyme was filtered off, washed with ethanol and the 
organic solvents were evaporated under reduced pressure. The resulting oil was crystallized in 
methanol to afford 24 (27 mg, 0.17 mmol) as a white powder in 85% yield.  
1
H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.30-7.44 (m, 5H, Ph); 5.22 (s, 2H, CH2); 2.89 (s, 1H, CH). In 
accordance with literature data: Mizanur, R.; Jaipuri, F. A.; Pohl, N. L. J. Am. Chem. Soc. 
2004, 127, 836-837. 
 
3-[(1,3-Dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propyl] prop-2-ynoate (26) 
!
CAL B (2.10 g) was added to a solution of 3-(1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-
propan-1-ol 25 (700 mg, 2.74 mmol) dissolved in toluene (15 mL) in a round-bottom flask. 
The solution was shaken and then ethyl propiolate (557 mL, 5.5 mmol) was added. The 
mixture was magnetically stirred at 50 °C for 18 h in an open vessel. The immobilized 
enzyme was filtered off, washed with ethanol and the organic solvents were evaporated under 
reduced pressure. The resulting oil was crystallized in methanol to afford 26 (667 mg, 2.17 
mmol) as a white powder in 79 % yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.63 (dd, 2H, 
J=7.4, 1.0 Hz); 8.25 (dd, 2H, J=8.3, 1.0 Hz); 7.79 (dd, 2H, J=8.3, 7.4 Hz); 4.35-4.38 (m, 
4H); 2.83 (s, 1H); 2.21 (quint, 2H, J=7.6 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.1; 
152.6; 134.0; 131.5; 131.3; 128.1; 127.0; 122.4; 74.6; 64.3; 37.3; 27.1. Mp: 123-124°C. 
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2-{2-[5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido]ethoxy}ethyl prop-2-ynoate (28) 
!
The reaction was performed as described for 26 starting from 2-{2-[5-
(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido]ethoxy}ethan-1-ol, CAL B and ethyl propiolate. 
After filtration and evaporation of the solvent, 28 was obtained in 60% yield.  
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 8.54-8.56 (m, 1H); 8.24-8.30 (m, 2H); 7.50-7.61 (m, 
2H), 7.19-7.21 (m, 1H), 5.14 (br t, 1H, NH); 4.11-4.13 (m, 2H); 3,31-3.37 (m, 4H); 3.09-3.13 
(m, 2H); 2.92 (s, 1H); 2.88 (s, 6H).   
 
 
6-Dimethylamino-3-[(1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propyl] prop-2-
ynoate (30) 
N
O
O
O
N
O
!
The reaction was performed as described for 26 starting from a solution of 3-(1,3-dioxo-1H-
benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)-propan-1-ol 29 (745 mg, 2.5 mmol) in dioxane (10 mL), CAL 
B (2g) and ethyl propiolate (5 mmol, 507 µL). The reaction mixture was magnetically stirred 
at 50°C for 18h in an open round bottom flask. The immobilized enzyme was filtered off, 
washed with ethanol and the organic solvents were evaporated under reduced pressure. The 
resulting oil was crystallized in methanol to afford 30 (630 mg, 1.8 mmol) as a white powder 
in 72 % yield.
  1
H NMR (400 MHz, CDCl3): d (ppm) 8.51 (dd, 1H, J=1.2, 7.2 Hz); 8.38-8.45 
(m, 2H); 7.61-7.63 (m, 1H); 7.12 (d, 1H, J=8.2 Hz); 4.37-4.39 (m, 4H); 3.06 (s, 6H); 2.80 (s, 
1H); 1.89-1.91 (m, 2H).  
 
 
Reaction with benzyl mercaptan 
 
The reactions were performed in triplicate in 1.5 mL microtubes. The benzyl mercaptan 0.2 
mmol) was added to a suspension of the chosen enzyme (80 mg) in 1 mL of the chosen 
solvent. The mixture was shaken for 1 min (ultrasound stirring) before addition of ethyl 
propiolate (11 mL, 0.6 mmol). The capped microtubes were orbitally shaken at 1000 rpm in a 
thermoshaker (TS).The suspensions were then filtered off to remove the enzyme, the solids 
were washed twice with EtOH and Et2O and the solvents were evaporated under reduce 
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pressure. The residues were then diluted with CDCl3 for NMR analysis. Compounds 35-37 
were identified by comparison with literature data.  
 
 
Ethyl 3-[(2-(prop-2-ynamido)-ethyl)sulfanyl]acrylate E (35) 
S
CO2Et !
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.68 (d, 1H, J=15.1 Hz); 7.35-7.31 (m, 5H) ; 5.79 (d, 
1H, J=15.1 Hz) ; 4.17 (q, 2H, J=7.3 Hz) ; 4.02 (s, 2H), 1.27 (t, 3H, J=7.3 Hz). In accordance 
with literature data: In accordance with literature data: Wang, J.; Sabarre, A.; Fraser, L. R.; 
Patrick, B. O.; Love, J. A. J. Org. Chem. 2009, 74, 182. 
 
 
 
Ethyl 3-[(2-(prop-2-ynamido)-ethyl)sulfanyl]acrylate E (36) 
S
CO2Et
!
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.68 (d, 1H, J=10.0 Hz); 7.35-7.31 (m, 5H) ; 5.80 (d, 
1H, J=10.0 Hz) ; 4.17 (q, 2H, J=7.3 Hz) ; 4.02 (s, 2H), 1.27 (t, 3H, J=7.3 Hz). In accordance 
with literature data: Wang, J.; Sabarre, A.; Fraser, L. R.; Patrick, B. O.; Love, J. A. J. Org. 
Chem. 2009, 74, 182. 
 
 
1,2-Dibenzyldisulfane (37) 
S
S
!
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.28-7.50 (m, 10H, 2xPh); 3.65 (s, 4H, 2xCH2). 
In accordance with the literature:!Sengupta, D.; Basu, B. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 2277. 
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2-Sulfanylethyl prop-2-ynoate (39) 
O
O
HS
!
The reaction was performed in toluene as described for 2, starting from!β-mercaptoethanol 38 
(210 mL, 3 mmol), CAL B (900 mg) (10 mL) and ethyl propiolate (912 mL, 9 mmol). The 
reaction was stirred at 50°C for 6 h. After filtration of the enzyme, and evaporation, the crude 
residue (239 mg) was dissolved in CDCl3. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 4.35 (t, 2H, 
J=6.7 Hz); 2.97 (s, 1H, CH); 2.83 (m, 2H); 1.59 (t, 1H, J= 8.6 Hz). 
!
Ethyl 3-[(2-(prop-2-ynamido)-ethyl)sulfanyl]acrylate (41) 
S
H
N
O
EtO2C
!
The reaction was performed in dioxane (5 ml) as described for 2, starting from cysteamine 40 
(115 mg, 1.5 mmol), CAL B (400 mg) and ethyl propiolate (440 ml, 3.7 mmol). After 
filtration of the enzyme, and evaporation, the crude residue was analyzed by NMR and 
correspond to a 1/0.7 mixture of Z/E isomers. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.64 (d, 
1H, J=15.0 Hz), 7.07 (d, 0.7H, J=10.0 Hz), 6.57 (br s,1.5 H), 5.95 (d, 0.7H, J=10.0 Hz), 5.90 
(d, 1H, J=15.0 Hz), 4.19-4.22 (m, 3.4H), 3.57-3.54 (m, 3.4H), 3.05 (t, 2H, J=6.8 Hz), 2.98 (t, 
1.4H, J=6.8 Hz), 2.89 (s, 1H), 2.88 (s, 0.7H), 1.30-1.34(m, 5.1H). 
 
 
Prop-2-yn-1-yl N-benzylcarbamate (42) 
N
H
O
O
!
To a solution of benzylamine 1 (9.16 mmol, 1 mL) in DCM (5 mL) was added dropwise 
propargyl chloroformate (9.16 mmol, 876 µL). The reaction mixture was stirred overnight at 
room temperature. After evaporation of the solvent, the crude residue was isolated by 
extraction with ethyl acetate from acidic water (citric acid 1M). The final compound was 
obtained as colorless oil in 57% yield (5.18 mmol, 980 mg). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 7.31-7.41 (m, 5H); 5.24 (s, 1H, NH); 4.76 (d, 2H, J=2.4 Hz); 4.43 (d, 2H, J=6.0 Hz); 
2.53 (t, 1H, J=2.8 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm)  155.54; 138.14; 128.74 (2C); 
127.64 (2C); 127.57; 78.28; 74.72; 52.65; 45.24. In accordance with literature: Tetrahedron 
2007, 63, 9153. 
!
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2-(prop-2-yn-1-yl)-1H-benzo[de]isoquinoline-1,3(2H)-dione (44) 
!
To a solution of naphthalic anhydride (3 mmol, 594 mg) in dry EtOH (5 mL), propargylamine 
was added (3.3 mmol, 211 µL). The reaction mixture was stirred at reflux overnight. Then, 
after the removal of EtOH under reduced pressure, an extraction of 44 with DCM from acidic 
water was done. The product was recrystallized in MeOH to give the pure compound (2.76 
mmol, 650 mg) as a white powder in 93% yield.  
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)  8.65 
(dd, 2H, J=0.8, 7.2 Hz); 8.24 (dd, 2H, J=0.8, 8.4 Hz); 7.77 (td, 2H, J=0.4, 7.6 Hz); 4.98 (d, 
2H, J=2.4 Hz); 2.20 (t, 1H, J=2.5 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 163.4; 134.4; 
131.7; 131.6; 128.2; 127.0; 122.4; 78.7; 70.6; 29.5. 
 
7-Chloro-4-iodo-quinoline (46) 
!
4,7-Dichloroquinoline 45 (4.40 mmol, 800 mg) dissolved in acetonitrile (3mL), in the 
presence of acetic anhydride (2.5 eq., 940 µL), and sodium iodide (3 eq., 1.8 g). The 5 mL 
micro-vial was put under microwave irradiations for 4 h at 80°C. After cooling down, the 
product was extracted with EtOAc from water, and the organic solution was washed with a 
solution of saturated sodium thiosulfate and then water (3 times). The iodo-derivative 46 was 
obtained as a yellow powder in 90% yield (3.6 mmol, 1.043 g). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 8.56 (d, 1H, J=4.8 Hz, H2); 8.34 (s, 1H, H8); 8.17 (d, 1H, J=8.8 Hz, H5); 8.13 (d, 1H, 
J=4.4 Hz, H3); 7.80 (dd, 1H, J=1.6, 8.8 Hz, H6). In accordance with literature: J. Org. Chem. 
2009, 74, 4893. 
 
7-Chloro-4-[(trimethylsilyl)ethynyl]quinoline (47) 
!
The iodo derivative 46 (3.1 mmol, 900 mg) was put in a dry round bottom flask, with 
trimethylsilyl acetylene (527 µL, 3.7 mmol), Pd(Cl)2(PPh3)2 (0.31 mmol, 217 mg), copper 
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iodide (0.31 mmol, 60 mg) and N,N-Diisopropylethylamine (4.65 mmol, 767 µL) in dry 
dioxane (15 mL). The reaction mixture, kept under argon, was stirred at room temperature for 
8 h. The residue was purified by column chromatography using EtOAc/cyclohexane (1/9) as 
eluent. The pure compound was obtained in 86 % yield as a white powder (2.66 mmol, 690 
mg). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.84 (d, 1H, J=4.8 Hz, H2); 8.18 (d, 1H, J=8.8 
Hz, H5); 8.09 (d, 1H, J=2.4 Hz, H8); 7.55 (dd, 1H, J=2.0, 8.8 Hz, H6); 7.47 (d, 1H, J=4.4 Hz, 
H3); 0.34 (s, 9H, Si(CH3)3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 150.8; 148.4; 135.8; 
129.5; 128.7; 128.2; 127.4; 126.2; 124.0; 105.7; 99.6; 0.16 
!
7-chloro-4-ethynyl-quinoline (48) 
!
To a stirred suspension of 47 (2.51 mmol, 650 mg) in 5 mL of MeOH, 2 equivalents of 
potassium fluoride were added in one portion (5 mmol, 290 mg) and the mixture was further 
stirred at room temperature for 2h. The resulting solution was then poured into ice-water 
mixture, stirred for 30 min and filtered to give the desired product 48. A grey powder was 
obtained for 46 in 92 % yield (2.32 mmol, 435 mg). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)  
8.81 (d, 1H, J=4.4 Hz, H2); 8.15 (d, 1H, J=9.2 Hz, H5); 8.05 (d, 1H, J=2.0 Hz, H8); 7.50 (dd, 
1H, J=2.0, 8.8 Hz, H6); 7.46 (d, 1H, J=4.8 Hz, H3); 3.62 (s, 1H, alkyne). 
13
C NMR (100 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 150.8; 148.4; 136.1; 128.8; 128.7; 128.5; 127.3; 126.4; 124.6; 86.9; 
78.9. 
3-iodo-quinoline (50) 
N
I
!
The 3-amino-quinoline 49 (3 mmol, 433 mg) was dissolved in 10 mL of sulfuric acid (1M), 
sodium nitrite was then added by little portions to the reaction mixture (becoming strongly 
red) which was stirred at 0°C. After 10 min of stirring, sodium iodide (4.5 mmol, 674 mg) 
was added and the mixture stirred at room temperature for 10 h. After neutralization of the 
solution, the desired compound was extracted with EtOAc. The organic layer was washed 
with water, dried and evaporated under vacuum. The final compound was obtained as a white 
powder by trituration in water in 82 % yield (2.46 mmol, 627 mg). 
1
H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 9.03 (d, 1H, J=1.9 Hz, H2); 8.51 (d, 1H, J=1.9 Hz, H4); 8.06 (d, 1H, J=8.5 
Hz, H8); 7.72 (dd, 1H, J=8.5, 6.9 Hz, H7); 7.69 (d, 1H, J=8.2 Hz, H5); 7.54 (dd, 1H, J=6.9, 
8.2 Hz, H6). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 155.5; 146.3; 143.6; 129.9; 129.8; 129.4; 127.3; 126.7; 89.8. In accordance with 
literature: Tetrahedron 2007, 63,  8954. 
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3-[(Trimethylsilyl)ethynyl]quinoline (51) 
!
Compound 51 was prepared from 50 (1.57 mmol, 400 mg) according to the procedure 
described for 47 (Sonogashira reaction). The final white powder was obtained in 90 % yield 
(1.42 mmol, 319 mg). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.91 (d, 1H, J=2.0 Hz); 8.25 (d, 
1H, J=1.6 Hz); 8.07 (d, 1H, J=8.4 Hz); 7.68–7.76 (m, 2H); 7.53–7.57 (m, 1H); 0.30 (s, 9H). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 152.2; 146.8; 138.9; 130.2; 129.3; 127.6; 127.3; 
127.1; 117.3; 120.0, 98.2; 0.16. In accordance with literature: Li, T.; Guo, L.; Zhang, Y.; 
Wang, J.; Li, Z.; Lin, L.; Zhang, Z.; Li, L.; Lin, J.; Zhao, W.; Li, J.; Wang, P. G. 
Carbohydrate Res., 2011, 346, 1083. 
 
3-Ethynyl-quinoline (52) 
!
Compound 52 was prepared from 51 (1 mmol, 225 mg), according to the procedure described 
for 48 for silyl deprotection. The final white powder was obtained in 66% yield (0.66 mmol, 
100 mg). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.95 (d, 1H, J=2.0 Hz, H2); 8.30 (d, 1H, 
J=1.8 Hz, H4); 8.10 (dd, 1H, J=0.8, 8.5 Hz, H8); 7.79 (dd, 1H, J=0.8, 8.0 Hz, H5); 7.74 (ddd, 
1H, J=1.3, 6.9, 8.5 Hz, H7); 7.57 (ddd, 1H, J=1.3, 6.9, 8.5 Hz, H6); 3.28 (s, 1H, CH). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 152.3; 147.1; 139.4; 130.4; 129.5; 127.6; 127.4; 127.0; 
116.3; 81.0; 80.5. In accordance with literature: Smevanov, Alexey; Schmidt, A. Synth. 
Commun., 2013, 43, 2809. 
 
4-iodo-quinazoline (54) 
N
N
I
!
The compound 54 was prepared from 4-chloro-quinazoline (2 mmol, 330 mg), according to 
the procedure described for 46. The final compound 54 was obtained as a brown oil (1.5 
mmol, 383 mg) in 75% yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.73 (s, 1H); 8.18 (dd, 
1H, J=0.8, 8.0 Hz); 7.92-7.96 (m, 1H); 7.82 (d, 1H, J=8.0 Hz); 7.65 (t, 1H, J=8.0 Hz). 
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7-Chloro-4-ethynyl-N-methyl-quinolinium (56) 
N
+
Cl
BF4
-
!
4-Ethynylquinoline 48 (0.35 mmol, 100 mg) was dissolved in dry ACN (5 mL) and 1.1 eq of 
trimethyloxonium tetrafluoroborate (0.39 mmol, 60 mg) was added to the solution which was 
stirred at room temperature for 3h. Then, 3 mL of DCM was added to the flask to precipitate 
the final salt, that was filtered off. Compound 56  was obtained as a black powder in 95 % 
yield (0.33 mmol, 96 mg). 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.36 (d, 1H, J=9.2 Hz, H5); 
8.72 (d, 1H, J = 9.2 Hz, H5); 8.67 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H8); 8.21 (d, 1H, J=6.4 Hz, H3); 8.16 
(dd, 1H, J=1.6 Hz, 8.8 Hz, H6); 5.33 (s, 1H, Alkyne); 4.67 (s, 3H, CH3).  
!
7-Chloro-4-ethynyl-quinoline-N-oxide (57) 
N
+
O
-
Cl
!
To a stirred solution of 4-ethynylquinoline 48 (0.53 mmol, 100 mg) in DCM, 1.1 eq. of m-
CPBA (0.58 mmol, 101 mg) was added in portions and the resulting mixture was then stirred 
for 2h. The solution was then diluted with saturated NaHCO3 aqueous solution. The biphasic 
mixture was separated, and the aqueous layer extracted twice with DCM. The organic layer 
was washed respectively with saturated aqueous NaHCO3 and water (three times). The 
solvent was evaporated under reduced pressure to give the final compound 57 (0.33 mmol, 67 
mg) as an orange powder in 63% yield. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 8.68 (d, 1H, 
J=2.0 Hz); 8.65 (d, 1H, J=6.4 Hz); 8.39 (d, 1H, J=8.8 Hz); 7.87 (dd, 1H, J=2, 8.8 Hz); 7.70 
(d, 1H, J=6.4 Hz); 4.57 (s, 1H).  
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Ethyl 4-bromoquinoline-2-carboxylate (59)  
N
Br
CO2Et !
To a solution of ethyl 4-hydroxy-quinoline-2-carboxylate 58 (1.41 mmol, 307 mg) in toluene 
(10 mL), were successively added tetrabutylammonium bromide (1.69 mmol, 540 mg), and 
phosphorus pentoxyde (3.38 mmol, 480 mg). The reaction mixture was stirred at reflux for 
2h, until the complete consumption of the starting quinolone 58 The solution was then washed 
with saturated aqueous NaHCO3, water and then brine. The desired compound 59 (1.27 mmol, 
355 mg) was obtained in 90 % yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 8.53 (s, 1H, H3); 8.40 (d, 1H, J=8.4 Hz, H8); 8.29 (d, 1H, J=7.2 Hz, H5); 7.87-7.92 
(m, 1H, H7); 7.79-7.83 (m, 1H, H6); 4.59- 4.65 (m, 2H, CH2); 1.55 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.1; 147.8; 147.7; 135.6; 131.9; 131.2; 130.0; 
128.9; 126.8; 125.1; 62.7; 14.4. 
!
Ethyl 4-[2-(trimethylsilyl)ethynyl]quinoline-2-carboxylate (60) 
N CO2Et
Si
!
The bromoquinoline 58 (1.26 mmol, 354 mg) was dissolved in dioxane (8 mL). Trimethylsilyl 
acetylene (1.52 mmol, 216 µL), Pd(Cl)2(PPh3)2 (0.12 mmol, 9mg), copper iodide (0.12 mmol, 
24 mg) and N,N-Diisopropylethylamine (1.52 mmol, 250 µL) were added to the solution that 
was stirred under argon atmosphere at room temperature for 4h. The mixture was then 
concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography (using 
DCM/EtOAc (95/5) as eluant) to give the desired compound 59 (0.83 mmol, 247 mg) as an 
orange solid in 66 % yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.38-8.34 (m, 2H, H5-H8); 
8.32 (s, 1H, H3); 7.90-7.74 (m, 2H, H6-H7); 4.61 (q, 2H, J=7.1 Hz, CH2); 1.54 (t, 3H, J=7.1 
Hz, CH3); 0.41 (s, 6H, Si-(CH3)3). 
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Methyl 4-ethynylquinoline-2-carboxylate (62)  
N CO2Me !
To a solution of 60 (0.83 mmol, 247 mg) in methanol (6 mL), potassium carbonate was added 
(1.66 mmol, 229 mg), and the reaction mixture was stirred 1h at room temperature. The 
solution was becoming brown. Cold water was then added (3 mL) and a mixture of ethyl and 
methyl 4-ethynyl-quinoline-2-carboxylates (61 and 62) precipitated. The mixture was purified 
by column chromatography (elution cyclohexane/EtOAc (8/2)). The main compound 62 was 
obtained in 50 % yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.41-8.37 (m, 3H, H3, H5, H8); 
7.89 (ddd, 1H, J=8.4 Hz, 6.9 Hz, 1.4 Hz, H7); 7.79 (ddd, 1H, J=8.1 Hz, 6.9 Hz, 1.0 Hz, H6); 
4.15 (s, 3H, CH3); 3.79 (s, 1H, CH). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 165.48; 147.48; 
147.44; 131.17; 130.83; 130.08; 129.53; 129.02; 125.74; 124.54; 87.38; 53.36. 
 
 
 
Methyl 5-[2-(trimethylsilyl)ethynyl]pyridine-3-carboxylate (64) 
!
Methyl 5-bromo-pyridine-3-carboxylate 63 (1.16 mmol, 250 mg), Pd(PPh3)3Cl2 (0.35 mmol, 
243 mg), copper iodide (0.58 mmol, 110 mg), triethylamine (1.28 mmol, 180 µL) and 
trimethylsilyl acetylene (1.72 mmol, 250 µL) were added to dry THF (5 mL). The reaction 
was stirred overnight at room temperature, under inert atmosphere (argon). After evaporation 
of the solvent, the crude product was purified by column chromatography (elution 
with4cyclohexane/EtOAc (8/1)) to give the desired product 64 (0.86 mmol, 200 mg) in 74% 
yield. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.11 (1H, d, J=1.6 Hz); 8.81 (1H, d, J=2.2 Hz); 
8.33 (1H, dd, J=2.0 Hz); 3.95 (3H, s, CH3); 0.26 (9H, s, silyl). In accordance with literature: 
Patent: US2002/103203 A1, 2002. 
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Methyl 5-ethynylpyridine-3-carboxylate (65) 
!
The reaction was done from the pyridin derivative 64 (0.3 mmol, 70 mg) dissolved in 
methanol in presence of 2 eq. of potassium fluoride (0.6 mmol, 34 mg). The reaction mixture 
was stirred 2h at room temperature. Then, the solvent was removed reduced pressure, water 
was added and the desired compound was extracted with EtOAc. Compound 65 was obtained 
in 55% yield, as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)  9.15 (1H, d, J=2.4 
Hz); 8.85 (1H, d, J=2.4 Hz); 8.36 (1H, dd, J=2.0, 2.4 Hz); 3.95 (3H, s, CH3); 3.28 (1H, s, 
alkyne). In accordance with literature data: Patent: US2002/103203 A1, 2002. 
 
Ethyl 3-ethynylbenzoate (67) 
EtO
O
!
3-Ethynylbenzoic acid 66 (2.2 mmol, 318 mg) was dissolved in dry ethanol (5 mL), and 
thionyl chloride (8.7 mmol, 635 µL) was added drop-wise to the reaction mixture. The 
solution was refluxed overnight. After neutralization and evaporation of ethanol, the aqueous 
phase was extracted with ethyl acetate. After drying and evaporation of the solvent, the ethyl 
ester 67 was obtained in 88% yield, as a white powder (1.91 mmol, 332 mg). 
1
H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.21 (t, 1H, J=1.6 Hz); 8.06-8-08 (m, 1H); 7.69-7.71 (m, 1H); 7.43-
7.47 (m, 1H); 4.43 (q, 2H, J=7.2 Hz); 3.17 (s, 1H); 1.45 (t, 3H, J=7.2 Hz). In accordance with 
literature data: Austin, W. B.; Bilow, N.; Kelleghan, W. J.; Lau, K. S. Y. J. Org. Chem. 1981, 
46, 2280. 
 
General procedure for the azide-alkyne cycloaddition: 
 
Procedure B: The reaction was performed using 1 eq. of alkyl azide and 1eq. of alkyne in 
MeOH, in presence of copper sulfate (0.1 eq) and ascorbic acid (0.1 eq). The reaction mixture 
was stirred at room temperature 18h. Then, cold water was added to the mixture which was 
further stirred for 30 min. The precipitate that formed was filtered off and a column 
chromatography was done (EtOAc/cyclohexane) to give the [1,2,3]-triazolo cycloadduct. 
 
Procedure C: The reaction was performed using 1 eq. of azide and 1 eq. of alkyne in H2O or 
EtOH, at 40°C for 18h. Then, cold water was added to the solution which was stirred for 30 
min. The precipitate thus formed was filtered off and a column chromatography was done 
(EtOAc/cyclohexane) to give the [1,2,3]-triazolo cycloadduct. 
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[1,2,3]-triazolo cycloadduct (68)  
N
N
NN
Cl
1
2
3
45
6
7
8
1'
2'
1''
2''
3''4''
5''
6'' 3'
4'
5'7''
!
Yield : 88% with Procedure A and 30% with Procedure B. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm)  8.88 (s, 1H); 8.60 (d, 1H, J=9.1 Hz); 8.12 (d, 1H, J=2.1 Hz); 7.88 (s, 1H); 7.53 (d, 
1H, J=4.4 Hz); 7.50 (dd, 1H, J=9.1, 2.1 Hz); 7.35-7.42 (m, 5H, Ph); 5.65 (s, 2H, CH2Bn). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 151.0; 149.5; 145.2; 136.3; 135.7; 134.3; 129.4; 129.2; 
128.9; 128.2; 127.6; 126.9; 123.4; 120.4; 54.6. 
 
 
 
[1,2,3]-triazolo cycloadduct (69)  
N
N
N
N
1
2
3
4
6
7
8
1'
2'
1''
2''
3''
4''5''
6''
3'
4'
5'
7''
5
!
Yield : 40% with Procedure A and 10% with Procedure B. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm)  9.25 (d, 1H, J=2.2 Hz); 8.63 (d,1H, J=2.0 Hz); 8.09 (d, 1H, J=8.4 Hz); 7.86 (s, 1H); 
7.84 (dd, 1H, J=9.1, 1.1 Hz); 7.69 (ddd, 1H, J=8.1, 7.0, 1.1 Hz); 7.55 (ddd, 1H, J=8.1, 7.0, 1.1 
Hz); 7.37-7.43 (m, 3H); 7.34 (dd, 2H, J=7.6, 1.9 Hz); 5.62 (s, 2H, CH2Bn). 
13
C NMR (100 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 148.3; 147.7 ; 145.4; 134.5; 132.1; 129.; 129.3; 129.3; 129.0; 128.2; 
128.2; 127.3; 123.9; 120.1; 54.5.  
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[1,2,3]-triazolo cycloadduct (70)  
N
+
N
NN
Cl
BF4
-
1
2
3
45
6
7
8
1'
2'
1''
2''
3''4''
5''
6''
3'
4'
5'
7''
!
Yield : 51% with Procedure A and 10 to 70% with Procedure B. 
1
H NMR (400 MHz, 
MeOD): δ (ppm)  9.93 (s, 1H); 9.54 (s, 1H); 8.73 (s, 1H); 8.51 (d, 1H, J=8.6 Hz); 8.44 (dd, 
1H, J=8.3 Hz, 1.1 Hz); 8.27 (ddd, 1H, J=8.8 Hz, 7.0 Hz, 1.4 Hz); 4.76 (s, 3H), 8.06 (ddd, 1H, 
J=8.8 Hz, 7.0 Hz, 1.4 Hz); 7.38-7.46 (m, 5H, Ph); 5.75 (s, 2H, CH2Bn). 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOD): δ (ppm) 149.0; 143.0; 142.8; 136.9; 136.5; 131.9; 131.9; 131.3; 130.2; 129.9; 129.4; 
127.1; 124.6; 119.8; 55.4; 46.5. 
 
2-Bromo-3-ethoxy-3-oxopropanoic acid (78) 
!
Diethyl bromomalonate (1,402 g, 5.8 mmol) was dissolved in 15 mL of THF, and 15 mL of 
water were added. The reaction mixture was stirred at 0
o
C in an ice-water bath.  To the 
mixture was added drop-wise 0.8 equivalent of 0.25 M aqueous KOH solution. The reaction 
mixture was stirred for 5h. The aqueous phase was first washed with ethyl acetate and then 
acidified with 1M HCl at 0
o
C to reach pH to 2, and immediately extracted with ethyl acetate. 
The organic layers were washed, dried over Mg2SO4 and evaporated. 78 was obtained as an 
oil, in 99 % yield (758 mg, 5.7 mmol). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 10.59 (s, 1H, 
OH); 4.90 (s, 1H, CH); 4,31 (dd, 2H, J=6,8 Hz, 14.0 Hz, CH2); 1.32 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 168.9; 164.9; 63.8; 41.6; 13.8. 
!
Ethyl 2-bromo-3-oxo-3-(propylamino)propanoate (79) 
 
 
 
Compound 78 (160 mg, 0.76 mmol), propylamine (49.3 mg, 0.834 mmol) and DMAP (27.48 
mg, 0.225 mmol) were mixed in CH2Cl2 (5 mL) and stirred at 0
o
C. DCC (172.08 mg, 0.834 
mmol) was added in one portion. The mixture was stirred at room temperature, for 15hr. After 
O
O
N
H
O
Br
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filtration of the insoluble part and concentration of the solvent, the residue was purified by 
column chromatography. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 6.86 (s, 1H, NH); 4.72 (s, 
1H, CH-Br); 4.32 (dd, 2H, J=7.6 Hz, 14.4 Hz, CH2); 3.53-3.30 (m, 2H, CH2); 1.63 (dd, 2H, 
J=7.6 Hz, 14.4 Hz, CH2); 1.36 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3); 0.99 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 167.0; 163.3; 63.2; 56.2; 42.0; 22.5; 13.8; 11.2. 
 
 
General procedures for the synthesis of N-heterocyclic salts: 
Procedure D: The pyridine derivative (1eq.) and the alkylating reagent (1.5eq) were 
dissolved in dry acetone (5mL). The reaction mixture was stirred in an ultra-sound bath for 5h 
to 10h, depending on the nature of substituent present on the pyridine. The temperature of the 
bath water was kept under 50°C by adding ice is necessary. Then a non-polar solvent (3 to 
5mL of Et2O or DCM) was added, and the quaternary salt that deposited was filtered off, and 
washed with DCM.  
Procedure E: The pyridine derivative (1eq.) and the alkylating reagent (1.5 eq.) were 
dissolved in dry toluene and refluxed (120 °C) for 18h. The reaction mixture was then cooled 
to 0 °C. After 30 min in the cold, a non-polar solvent (Et2O or DCM) was added. The 
precipitate that formed was filtered and washed with DCM. 
 Procedure F: The reactions between the pyridine derivatives and diethyl bromomalonate 
were performed in solvent-free conditions in the presence of large excess of reactant, the 
mixture being stirred at room temperature for several days. Then, Et2O was added to the flask 
and the quaternary hygroscopic salt was filtered off and washed with DCM and/or diethyl 
ether.  
 
4-cyano-1-[2-ethoxy-2-oxo-1-(propylcarbamoyl)ethyl]pyridinium bromide (80) 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-cyanopyridine and compound 
79, the resulting pyridinium-salt 80 was obtained in 90% yield as a white powder. 
1
H NMR 
(400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.37 (d, 2H, J=6.8 Hz); 8.61 (d, 2H, J=7.2 Hz); 4.38-4.48 (m, 
2H); 3.15-3.17 (m, 2H); 1.60-1.65 (m, 2H); 1.38 (t, 3H, J=7.2 Hz); 0.97-1.02 (m, 3H). 
13
C 
NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 163.1; 151.5; 149.7; 131.7; 131.5; 131.2; 114.0; 65.4; 
43.2; 23.3; 14.2; 11.6. 
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1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (81) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial pyridine and methyl 
bromoacetate, the resulting pyridinium 81 was obtained in 71% yield as a white powder. 
1
H 
NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.04 (dd, 2H, J=1.2 Hz, 6.8 Hz, H2-H6); 8.75 (m, 1H, 
H4); 8.24 (t, 2H, J=6.8, 7.6 Hz, H3-H5); 5.69 (s, 2H, CH2); 3.91 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 
MHz, MeOD): δ (ppm) 167.9; 148.2; 147.6 (2C); 129.3 (2C); 61.8; 54.1. Mp: 167-168°C. 
 
 
1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyrazinium bromide (82) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial pyrazine and methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary salt 82 was obtained in 57% yield as a brown powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.61 (s, 2H, H2-H6); 9.17 (m, 2H, H3-H5); 5.78 (s, 
2H); 3.90 (s, 3H). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 166.8; 152.4 (2C); 139.6; 139.5; 
62.6; 54.4. Mp: 104-106°C. 
 
1-(2-methoxy-2-oxoethyl)quinolinium bromide (83) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial quinoline and methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary 83 salt was obtained in 29% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.46 (dd, 1H, J=1.2, 5.6 Hz); 9.38 (d, 1H, J=8.4 Hz); 
8.51-8.53 (m, 1H); 8.43 (d, 1H, J=9.2 Hz); 8.30-8.35 (m, 1H); 8.20-8.24 (m, 1H); 8.09-8.13 
(m, 1H); 6.12 (s, 2H); 3.90 (s, 3H). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 166.2; 150.7; 
149.2; 138.9; 136.4; 130.7; 130.2; 130.1; 121.6; 118.2; 57.3; 52.7. Mp: 141-143°C. 
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2-(2-Methoxy-2-oxoethyl)isoquinolinium bromide (84) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial isoquinoline and methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary salt 84 was obtained in 70% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 10.02 (s, 1H); 8.72 (dd, 1H, J=1.2, 6.8 Hz); 8.56-8.60 
(m, 2H); 8.39-8.41 (m, 1H); 8.32-8.36 (m, 1H); 8.12-8.16 (m, 1H); 5.84 (s, 2H); 3.95 (s, 3H). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 167.6; 152.1; 150.6; 140.3; 137.8; 132.2; 131.6; 
131.5; 123.1; 119.6; 58.8; 54.2. Mp: 136-137°C. 
 
5-(2-Methoxy-2-oxoethyl) phenanthridinium bromide (85) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial phenanthridine and methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary salt 85 was obtained in 35% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, D2O): δ (ppm) 9.72 (s, 1H); 8.42 (d, J=8.0 Hz, 1H); 8.36 (d, 1H, 
J=8.4Hz); 8.23 (d, 1H); 8.06 (m, 2H); 7.92 (m, 1H); 7.80 (q, 2H, J=8.0 Hz); 5.93 (s, 2H, 
CH2); 3.98 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, D2O): δ (ppm) 167.6; 156.0; 139.1; 134.9; 
133.1; 132.9; 132.4; 130.6; 130.5; 125.4; 124.4; 122.9; 122.5; 118.6; 57.9; 54.2. Mp: 195-
197°C. 
!
4-Amino-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (86) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-aminopyridine and methyl 
bromoacetate, the resulting pyridinium salt 86 was obtained in 83% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 8.09 (dd, J= 6Hz, 2H, H3-H5); 6.92 (dd, J=6Hz, 2H, 
H2-H6); 5.11 (s, 2H, CH2); 3.85 (s, 3H, CH3) 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 169.1; 
161.2; 145.2 (2C); 110.5 (2C); 66.9; 53.6. Mp: 268-269
o
C 
 
 
N
+
NH2
Br
-
O
O
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4-Acetamido-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (87) 
!
Prepared according to the general method D from 4-acetamidopyridine and methyl 
bromoacetate, the resulting pyridinium salt 87 was obtained in 81% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 8.74 (d, 2H, J=7.6 Hz, H2-H6); 8.14 (d, 2H, J=7.2 
Hz, H3-H5); 5.51 (s, 2H, CH2); 3.78 (s, 3H, CH3); 2.26 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ (ppm) 171.1; 167.3; 152.5; 146.6; 114.3; 58.6; 53.0; 24.7.  Mp: 104-106
o
C  
!
!
4-Trifluoromethyl-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (88) 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-trifluoromethylpyridine and 
methyl bromoacetate, the resulting quaternary salt 88 was obtained in 41% yield as a yellow 
powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.39 (d, 2H, J=6.8 Hz, H2-H6); 8.66 (d, 2H, 
J=6.8 Hz, H3-H5); 5.82 (s, 2H, CH2); 3.94 (s, 3H, OCH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ 
(ppm) 165.9; 148.6 (2C); 124.6 (2C); 122.5; 119.8; 61.0; 52.8. Mp: 127-130°C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Partie Expérimentale!
!
!
"+%!
 
4-(N-propylcarbamoyl)-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (89) 
!
!
Prepared according to the general method D from 4-N-propylcarbamoylpyridine methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary salt 89 was obtained in 59% yield as an orange 
powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.19 (dd, 2H, J=6.4 Hz, H2-H6); 8.52 (dd, 
2H, J=6.4 Hz, H3-H5); 5.75 (s, 2H, CH2); 3.92 (s, 3H, OCH3); 3.46 (t, 2H, J =7.2 Hz, CH2); 
1.73 (m, 2H, CH2); 1.05 (t, 3H, J=7.6 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 
167.6; 164.0; 151.8; 148.6 (2C); 1267.0 (2C); 61.8; 54.1; 43.3; 23.4; 11.7. Mp: 136-138°C. 
 
4-Acetyl-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (90) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-acetylpyridine and methyl 
bromoacetate, the resulting quaternary salt 90 was obtained in 72% yield as a red powder. 
1
H 
NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.38 (dd, 2H, J=6.8Hz, H2-H6); 8.69 (dd, 2H, J=6.8Hz, 
H3-H5); 5.90 (s, 2H, CH2); 3.99 (s, 3H, OCH3), 2.92 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ (ppm) 195.5; 166.6; 149.2; 147.8 (2C); 125.7 (2C); 60.4; 53.3; 27.5. Mp: 149-
150°C. 
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4-Cyano-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (91) 
!
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-cyanopyridine and methyl 
bromoacetate, the resulting pyridinium salt 91 was obtained in 60% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.30 (dd, J=5.2 Hz, 2H, H2-H6); 8.63 (dd, J=5.6 Hz, 
2H, H3-H5); 3.91 (s, 3H, OCH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 167.2; 149.2 (2C); 
132.0 (2C); 131.0; 115.2; 66.9; 54.3. Mp: 208-209°C. 
 
 
 
4-Cyano-1-(2-oxo-2-phenylethyl)pyridinium bromide  (92) 
!
Prepared according to the general method E from commercial 4-cyanopyridine and 2-chloro-
acetophenone, the resulting pyridinium salt 92 was obtained in 13% yield as a red powder. 
1
H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 9.30-9.31 (m, 2H); 8.84-8.85 (m, 2H); 8.08-8.11 (m, 
2H); 7.81-7.85 (m, 1H); 7.68-7.72 (m, 2H); 6.61 (s, 2H). 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 
(ppm) 189.8; 147.6 (2C); 134.9; 133.3; 130.7 (2C); 129.2 (2C); 128.3 (2C); 127.8; 114.8; 
67.2. Mp:132-134°C. 
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4-Cyano-1-(2-oxo-2-(para-nitrophenyl)ethyl)pyridinium iodide (93) 
!
Prepared according to the general method E from commercial 4-cyanopyridine and 2-iodo-4-
nitroacetophenone, the resulting quaternary salt 93 was obtained in 63% yield as a yellow 
powder. 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm)  9.26 (d, 2H, J=6.8 Hz, pyr H2-H4); 8.83 
(d, 2H, J=6.8 Hz, pyr H3-H5); 8.50 (d, 2H, J=8.8 Hz, Ar); 8.32 (d, 2H, J=8.8 Hz, Ar); 6.60 (s, 
2H, CH2). 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 189.2; 150.7; 147.6 (2C); 138.0; 130.8 
(2C); 129.8 (2C); 128.1; 124.2 (2C); 114.8; 67.3. Mp: 182-184°C. 
 
4-Cyano-1-[(N-propylcarbamoyl)methyl]pyridinium iodide (94) 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-cyanopyridine and 2-chloro-
N-propylacetamide 131 in the presence of sodium iodide, the resulting pyridinium-salt was 
obtained in 63% yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.24 (d, 
2H, J=6.8 Hz); 8.59 (d, 2H, J=6.8 Hz); 5.30 (s, 2H, CH2); 3.26 (t, 2H, J=7.2 Hz, CH2); 1.58-
1.64 (m, 2H, CH2); 0.99 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 
165.0; 149.1 (2C); 131.7 (2C); 130.4; 115.3; 63.9; 42.9; 23.5;11.8. Mp: 185-186°C. 
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4-Cyano-1-(3-methoxy-2,3-dioxopropyl)pyridinium bromide (95) 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-cyanopyridine and methyl 
bromopyruvate, the resulting salt 95 was obtained in 64% yield as a white powder. 
1
H NMR 
(400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.22 (dd, 2H, J=4.8, 6.8 Hz, H2-H6); 8.56 (dd, 2H, J=1.2, 6.8 
Hz, H3-H5); 5.02 (s, 2H, CH2); 3.88 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 
169.1; 149.6 (2C); 131.2 (2C); 130.7; 115.3; 67.6; 53.9. Mp: 153-154°C 
 
1-(1,3-Diethoxy-1,3-dioxopropan-2-yl)pyridinium bromide (96) 
!
Prepared according to the general method F from commercial pyridine and ethyl 2-
bromomalonate, the resulting quaternary salt 96 was obtained in 89% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.20 (t, 2H, J=7.2 Hz, H2-H6); 8.82 (m, 1H, H4); 8.27 
(dd, 2H, J=7.2 Hz, 8 Hz, H3-H5); 4.43 (m, 4H, CH2); 1.39 (t, 6H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR 
(100 MHz, MeOD): δ (ppm) 163.82 (2C); 149.32(2C); 148.10; 128.83 (2C); 65.55; 28.01 
(2C); 14.2 (2C). Mp: 151-152°C. 
 
4-Propylcarbamoyl-1-(1,3-diethoxy-1,3-dioxopropan-2-yl)pyridinium bromide (97) 
!
Prepared according to the general method F, the resulting quaternary-salt 97 was obtained in 
83% yield as a yellow oil. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.35 (d, 2H, J=7.2 Hz); 
8.55 (d, 2H, J=6.8 Hz); 4.38-4.52 (m, 4H); 3.43-3.47 (m, 2H); 1.67-1.77 (m, 2H); 1.37-1.41 
(m, 6H); 1.04 (t, 3H, J=7.2 Hz).
 13
C NMR (100 MHz, MeOD): 167.5; 165.8; 148.0; 127.1; 
98.2; 65.5; 43.4; 29.0; 23.5; 14.2; 11.7. 
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4-Acetyl-1-(1,3-diethoxy-1,3-dioxopropan-2-yl)pyridinium bromide (98) 
!
Prepared according to the general method F from commercial 4-acetylpyridine, the resulting 
pyridinium-salt 98 was obtained in 99% yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, 
MeOD): δ (ppm) 9.35 (d, 2H, J=6.8 Hz, H2-H6); 8.60 (d, 2H, J=6.8 Hz, H3-H5); 4.38-4.50 
(m, 4H, CH2); 2.82 (s, 3H, CH3); 1.40 (m, 6H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 
195.5; 167.8(2C); 148.0(2C); 126.1(2C); 98.2; 65.7(2C); 29.0; 14.2(2C). Mp: 130-131°C. 
 
4-Trifluoroacetyl-1-(1,3-diethoxy-1,3-dioxopropan-2-yl)pyridinium bromide (99) 
!
Prepared according to the general method F from commercial 4-trifluoromethylpyridine, the 
resulting pyridinium-salt 99 was obtained in 11% yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 
MHz, MeOD): δ (ppm) 9.50 (d, 2H, J=6.8 Hz, H2-H6); 8.67 (d, 2H, J=6.8 Hz, H3-H5); 4.38-
4.53 (m, 4H, 2xCH2); 1.41 (t, 3H, J=7.2 Hz, 2xCH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): 
δ (ppm) 163.4; 150.6; 148.3; 147.9; 125.5; 125.4; 123.9; 121.2; 65.8; 14.2. Mp: 136-137°C 
4-Cyano-1-(1,3-diethoxy-1,3-dioxopropan-2-yl)pyridinium bromide (100) 
!
Prepared according to the general method F from commercial 4-cyanopyridine, the resulting 
pyridinium-salt 100 was obtained in 40% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, 
MeOD): δ (ppm)  9.44 (dd, 2H, J=2.0 Hz, 5.2 Hz, H2-H6); 8.66 (dd, 2H, J=2.0Hz, 5.2Hz, H3-
H5); 4.39-4.50 (m, 4H, CH2); 1.40 (m, 6H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): 
δ (ppm) 163.3(2C); 151.6; 149.7(2C); 132.0; 131.4(2C); 115.2; 65.8(2C); 14.2(2C). Mp: 120-
122°C. 
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General procedure for the pyridinium ylide-alkyne cycloaddition: 
Procedure G: The cycloaddition was performed with 1 eq. of the quaternary salt, 1.1 eq. of 
the alkyne derivative, and 1 eq. of K2CO3 in methanol. The pH of the solution was close to 9. 
The reaction mixture was stirred at room temperature for 18h. Then, water was added and the 
corresponding indolizine was precipitated, filtered off and washed with water. 
Procedure H: The cycloaddition was performed in TRIS-buffer pH 7.5 (Tris buffered saline 
tablets from sigma, one tablet dissolved in 15 mL of deionized water produces 50 mM Tris-
HCl, 150 mM sodium chloride) with 1 eq. of the quaternary salt and 1.1 eq of the alkyne 
derivative. The reaction mixture was stirred at 40°C for 18h. Then, the reaction mixture 
cooled in an ice bath, and the precipitate that formed was filtered off and washed with water. 
 
1-Ethyl 3-methyl indolizine-1,3-dicarboxylate (101) 
!
The reaction was performed with 81 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 101 was obtained in 59% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 9.56 (dd, 1H, J=1.2 Hz, 2.0 Hz); 8.34 (m, 1H); 8.04 (s, 1H); 7.37 (m, 1H); 7.04 (td, 
J=1.2 Hz, 6.8 Hz); 4.43 (q, J=7.2 Hz, 2.0H); 3.97 (s, 3H, OCH3); 1.47 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.2; 161.6; 139.1; 127.9; 125.7; 124.4; 119.7; 115.6; 
114.45; 105.4; 60.0; 51.4; 14.6. Mp: 97-99°C. 
 
8-Ethyl 6-methyl pyrrolo[1,2-a]pyrazine-6,8-dicarboxylate (102) 
!
The reaction was performed with 82 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 102 was obtained in 32% yield as a red powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.62 (d, 1H, J=1.6 Hz); 9.22 (dd, 1H, J=1.6, 4.8 Hz); 7.98 (d, 1H, J=4.8 Hz); 7.93 (s, 
1H); 4.36 (q, 2H, J=7.2 Hz); 3.89 (s, 3H); 1.37 (t, 3H, J=7.2 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 163.2; 161.0; 145.9; 131.8; 131.7; 123.9; 119.7. HRMS (ESI) m/z calcd for 
C12H13N2O4 294.0869, obsd 294.0872 
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3-Ethyl 1-methyl pyrrolo[1,2-a]quinoline-1,3-dicarboxylate (103) 
!
The reaction was performed with 83 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 103 was obtained in 47% yield as a red oil. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.88 (m, 1H); 9.43 (d, 1H, J=7.6 Hz); 8.10 (s, 1H); 7.76-7.79 (m, 1H); 7.31-7.79 (m, 
2H); 7.24 (d, 1H, J=7.2 Hz); 4.47 (q, 2H, J=8.0 Hz, CH2); 3.99 (s, 3H, CH3); 1.50 (t, 3H, 
CH3). 
1-Ethyl 3-methyl pyrrolo[1,2-a]isoquinoline-1,3-dicarboxylate (104) 
!
The reaction was performed with 84 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 104 was obtained in 53% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 9.88 (m, 1H); 9.43 (d, 1H, J=7.6 Hz); 8.10 (s, 1H); 7.76-7.79 (m, 1H); 7.31-7.79 (m, 
2H); 7.24 (d, 1H, J=7.2 Hz); 4.47 (q, 2H, J=8.0 Hz); 3.99 (s, 3H, CH3); 1.50 (t, 3H, J=6.8 
Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.7; 161.4; 136.0; 129.7; 128.8; 127.8; 127.7; 
126.7; 125.4; 125.0; 124.3; 115.6; 115.00; 109.7; 60.5; 51.6; 14.5. HRMS (ESI) m/z calcd for 
C17H16NO4 298.1073, obsd 298.1078 
 
1-Ethyl 3-methyl pyrrolo[1,2-a]phenantridine-1,3-dicarboxylate (105) 
!
The reaction was performed with 85 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 105 was obtained in 34% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.65-9.68 (m, 1H); 8.46 (dd, 2H, J=1.2, 7.2 Hz); 8.03 (s, 1H); 7.93-7.95 (m, 1H); 
7.66-7.74 (m, 2H); 7.54-7.61 (m, 2H); 4.45-4.51 (m, 2H); 4.02 (s, 3H); 1.51 (t, 3H, J=7.2 
Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 162.1; 131.9; 129.3; 128.2; 128.1; 128.0; 127.8; 
125.7; 124.6; 123.7; 122.1; 121.2; 120.3; 60.7; 52.2; 14.5. HRMS (ESI) m/z calcd for 
C22H18NO4 348.1230, obsd 348.1231 Mp: 120-122
o
C. 
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1-Ethyl 3-methyl 7-(propylcarbamoyl)indolizine-1,3-dicarboxylate (108) 
 
 
The reaction was performed with 89 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 108 was obtained in 66% yield (white powder). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.52 (m, 1H); 8.64 (J=1.2 Hz, 2.0 Hz); 8.00 (s, 1H); 7.47 (dd, 1H, J=2.0 Hz, 5.2 Hz); 
6.38 (s br, 1H, NH); 4.39 (q, J=7.2 Hz, CH2); 3.94 (s, 1H, OCH3); 3.46 (m, 2H); 1.68 (q, 2H, 
J=7.2 Hz); 1.43 (t, 3H, J=7.2 Hz); 1.01(t, 3H, J=7.2 Hz). 
13
C NMR (100 MHz , CDCl3): δ 
(ppm) 165.3; 164.1; 161.3; 137.7; 131.4; 127.9; 124.7; 117.1; 115.6; 113.1; 107.3; 60.3; 51.7; 
42.0; 22.9; 14.5; 11.5. Mp: 159-161°C. 
 
1-Ethyl 3-methyl 7-acetylindolizine-1,3-dicarboxylate (109) 
!
The reaction was performed with 90 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 109 was obtained in 77% yield as a red powder. 
1
H NMR (400MHz, CDCl3):!
δ (ppm) 9.55 (m, 1H, H9); 8.98 (m, 1H, H6); 8.07 (s, 1H, H2); 7.57 (dd, 1H, J=7.4 Hz, 1.9 Hz, 
H8); 5.34 (s, 2H, CH2); 4.46 (q, 2H, J=7.2 Hz, CH2); 4.00 (s, 3H, OCH3); 2.75 (s, 3H, 
COCH3); 1.49 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 196.0; 163.8; 
161.3; 137.5; 132.8; 127.6; 124.8; 121.4; 116.4; 111.8; 109.0; 60.4; 51.8; 26.1; 14.5. Mp: 
151-152°C. HRMS (ESI) m/z calcd for C15H16NO5 290.1022, obsd. 290.1025 
!
!
!
!
!
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1-Ethyl 3-methyl 7-(trifluoromethyl)indolizine-1,3-dicarboxylate (110) 
!
 
The reaction was performed with 88 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 110 was obtained in 55% yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.60 (d, 1H, J= 7.2 Hz, H5); 8.64 (s, 1H, H2); 8.04 (s, 1H, H8); 7.12 (dd, 1H, J=7.2, 2 
Hz); 4.40 (q, 2H, J=7.2 Hz, CH2); 3.97 (s, 3H, CH3); 1.42 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.0; 161.3; 136.8; 128.4; 124.9; 121.9; 117.5; 117.4; 116.1; 
110.1; 107.9; 60.5; 51.6; 14.5. HRMS (ESI) m/z calcd for C14H13F3NO4 316.0791, obsd 
316.0796; Mp: 109-111°C. 
 
 
 
1-Ethyl 3-methyl 7-cyanoindolizine-1,3-dicarboxylate (111) 
!
The reaction was performed with 91 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 111 was obtained in 81% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.58 (dd, 1H, J=7.2, 0.8 Hz, H-5); 8.74-8-75 (m, 1H); 8.06 (s, 1H); 7.07 (dd, 1H, 
J=7.2, 2.0 Hz); 4.42 (q, 1H, J=14.0 Hz, CH2); 3.98 (s, 3H, CH3); 1.44 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 163.2; 161.1; 136.0; 128.2; 125.9; 125.1; 117.5; 
114.1; 109.0; 108.0; 60.7; 52.0; 14.5. HRMS (ESI) m/z calcd for C14H12N2O4 273.0869, obsd 
273.0870; Mp: 114-115 °C. 
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1-Ethyl 3-benzoyl-7-cyanoindolizine-1-carboxylate (114) 
!
The reaction was performed with 92 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 114 was obtained in 50% yield (orange powder). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.99 (d, 1H, J=6.8 Hz); 8.83 (s, 1H); 7.95 (s, 1H); 7.87 (d, 2H, J=6.8 Hz); 7.67 (d, 
1H, J=6.4 Hz); 7.60 (d, 2H, J=7.2 Hz); 7.20 (d, 1H, J=6.8 Hz); 4.47 (q, 2H, J=6.8 Hz); 1.47 
(t, 3H, J=7.2 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 186.1; 163.2; 138.9; 136.9; 132.3; 
129.3; 129.1; 129.0; 128.7 (2C); 128.4; 125.6; 124.2; 117.3; 114.8; 109.7; 109.4; 60.8; 14.53. 
HRMS (ESI) m/z calcd for C19H15N2O3 319.1077, obsd 319.1081 
 
 
1-Ethyl 3-(4-nitrobenzoyl)-7-cyano-indolizine-1-carboxylate (115) 
 
The reaction was performed with 93 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 115 was obtained in 67% yield as a yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.92 (d, 1H, J=7.2 Hz); 8.75 (s, 1H); 8.34 (d, 2H, J=8.4 Hz); 7.89-7.91 (m, 2H); 7.77 
(d, 1H, J=4.8 Hz); 7.16-7.17 (m, 1H); 4.36 (q, 2H, J=7.2 Hz); 1.35 (t, 3H, J=7.2 Hz). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 183.7; 165.2; 135.5; 130.8; 129.9; 129.5; 129.2; 129.1; 
125.7; 125.6; 123.9; 123.6; 115.6; 115.5; 110.1; 109.7; 61.1; 14.5.  
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1-Ethyl 7-cyano-3-(N-propylcarbamoyl)indolizine-1-carboxylate (116) 
 
!
The reaction was performed with 94 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 116 was obtained in 42% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.67 (dd, 1H, J=0.8, 7.2 Hz); 8.58 (dd, 1H, J=1.2, 1.6 Hz); 7.67 (s, 1H); 6.91 (dd, 
1H, J=2.0, 7.6 Hz); 6.16 (br s, 1H); 4.35 (q, 2H, J=7.2 Hz); 3.34-3.39 (m, 2H); 1.57-1.62 (m, 
2H); 1.37 (t, 3H, J=7.2 Hz); 0.94 (t, 3H, J=7.2 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 163.4; 160.7; 135.1; 128.7; 125.8; 119.9; 119.2; 117.7; 113.4; 108.2; 107.3; 60.7; 
41.3; 23.0; 14.6; 11.5. HRMS (ESI) m/z calcd for C1H18N3O4 300.1342, obsd 300.1348 
 
1-Ethyl 7-cyano-1-(2-methoxy-2-oxoacetyl)indolizine-3-carboxylate (117) 
!
The reaction was performed with 95 and ethyl propiolate, following procedure G. The 
indolizine 117 was obtained in 12% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.87 (dd, 1H, J=0.8, 7.2 Hz); 8.52 (s, 1H); 7.97 (dd, 1H, J=1.2, 7.2 Hz); 6.72 (dd, 
1H, J=1.6, 6.8 Hz); 4.40-4.31 (m, 2H, CH2); 3.92 (s, 3H, CH3).  
 
1,3-Diethyl 7-cyanoindolizine-1,3-dicarboxylate (118) 
!
The reaction was performed with 100 and ethyl propiolate, following procedure H. The 
indolizine 118 was obtained in 46% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.64 (dd, 1H, J=0.8, 7.2 Hz); 8.78 (s, 1H, H2); 8.11 (s, 1H); 7.11 (dd, 1H, J=1.6, 7.2 
Hz); 4.45-4.50 (m, 4H, 2xCH2); 1.46-1.51 (m, 6H, 2xCH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 163.2;161.1; 136.1; 128.2; 125.8; 125.0; 117.5; 116.9; 114.1; 109.0; 108.0; 61.4; 60.7; 
52.0; 14.5; Mp: 103-104°C 
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1,3-Diethyl 7-trifluoromethylindolizine-1,3-dicarboxylate (120) 
!
The reaction was performed with 99 and ethyl propiolate, following procedure H. The 
indolizine 120 was obtained in 23% yield as a brown powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.61 (d, 1H, J=7.2 Hz, H5); 8.64 (s, 1H, H2); 8.04 (s, 1H, H8); 7.14 (dd, 1H, J=7.2, 
2.0 Hz, H6); 4.45-4.50 (m, 4H, 2xCH2); 1.46-1.51 (m, 6H, 2xCH3). ; Mp: 110-111 °C 
 
1,3-Diethyl 7-acetylindolizine-1,3-dicarboxylate (121) 
!
The reaction was performed with 98 and ethyl propiolate, following procedure H. The 
indolizine 121 was obtained in 12% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): 
δ (ppm) 9.56 (d, 1H, J=7.6 Hz, H5); 8.99 (s, 1H, H2); 8.08 (s, 1H, H8); 7.57 (dd, 1H, J=1.6, 
7.2 Hz, H6); 4.44-4.50 (m, 4H, 2xCH2); 2.75 (s, 3H, CH3); 1.46-1.52 (m, 6H, 2xCH3). Mp: 
125-127°C 
 
Methyl 1-(N-benzylcarbamoyl)-7-cyanoindolizine-3-carboxylate (122) 
!
The reaction was performed with 91 and 2, following procedure G. The indolizine 122 was 
obtained in 54% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.56 (dd, 
1H, J=1.2, 7.6 Hz); 9.07 (dd, 1H, J=1.2, 2.0 Hz); 7.77 (s, 1H); 7.42-7.44 (m, 4H); 7.36-7.39 
(m, 1H); 7.10 (dd, 1H, J=1.6, 7.2 Hz); 6.29 (br s, 1H, NH); 4.72 (d, 2H, J=5.6 Hz); 3.99 (s, 
3H). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): (ppm) 162.9; 160.9; 138.1; 136.1; 128.9 (2C); 128.0 
(3C); 127.8; 127.7;128.8; 120.0; 117.5; 114.2; 112.0; 107.5; 51.9; 43.7. Mp: 196-199°C 
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Methyl 7-acetyl-1-(N-benzylcarbamoyl)indolizine-3-carboxylate (123) 
!
 
The reaction was performed with 90 and 2, following procedure G. The indolizine 122 was 
obtained in 48% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.36 (d, 1H, 
J=7.2 Hz); 9.11 (d, 1H, J=0.8 Hz), 7.63 (s, 1H); 7.46 (dd, 1H, J=2.0, 7.2 Hz, Ph); 7.31-7.32 
(m, 4H, Ph); 7.20-7.25 (m, 1H); 6.21 (br s, 1H, NH); 4.62 (d, 2H, J=5.6 Hz, CH2); 3.86 (s, 
3H, OCH3); 2.63 (s, 3H, COCH3). Mp: 214-216°C 
 
 
2-{[2-cyano-6-(ethoxycarbonyl)-7H,8H,9H,10H,11H,12H-cycloocta[a]indolizin-7-
yl]oxy}acetic acid (126) 
 
The reaction was performed with 91 and 2-(cyclooct-2-yn-1-yloxy)acetic acid, following 
procedure G. The indolizine 126 was obtained in 30% yield (approxymately, no more initial 
by TLC) as a white powder, but the purification was complicated and we had very few 
product available (some mg as starting materials). The two isomers formed were easily 
identified with the indolizine signals, only this part was analyzed. 
1
H NMR (400 MHz, 
MeOD): δ (ppm) 9.50-9.54 (m, 1H); 9.37-9.42 (m, 1H); 8.32 (dd, 1H, J=1.6, 7.2 Hz); 8.08 (s, 
1H); 7.88 (s, 1H); 6.85 (dd, 1H, J=1.6, 7.2 Hz); 3.96 (s, 3H, CH3). 
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Methyl 1-(7-chloroquinolin-4-yl)-7-cyanoindolizine-3-carboxylate (127) 
!
 
The reaction was performed with 91 and 48, following procedure G. The indolizine 127 was 
obtained after column chromatography (EtOAc/cyclohexane) in 19% yield as a white 
powder.
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.53 (dd, 1H, J=0.8, 7.2 Hz); 8.93 (d, 1H, 
J=4.4 Hz); 8.15 (d, 1H, J=1.6 Hz); 7.75-7.79 (m, 2H); 7.51 (dd, 1H, J=2.0, 8.8 Hz); 7.42 (d, 
1H, J=2.0 Hz); 7.34 (d, 1H, J=4.4 Hz); 6.95 (dd, 1H, J=1.6, 7.6 Hz).  
 
 
Methyl 1-(7-chloroquinolin-4-yl)-7-trifluoromethylindolizine-3-carboxylate (128) 
 
The reaction was performed with 88 and 48, following procedure G. The indolizine 128 was 
purify by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 5/1) and obtained as a grey 
powder.
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.57 (d, 1H, J=7.6 Hz); 8.92 (d, 1H, J=4.4 
Hz); 8.13 (d, 1H, J=2.0 Hz); 7.81 (d, 1H, J=9.2 Hz); 7.73 (s, 1H); 7.66 (d, 1H, J=1.2 Hz); 
7.41 (dd, 1H, J=2.0, 8.8 Hz); 7.36 (d, 1H, J=4.4 Hz); 7.00 (dd, 1H, J=1.6, 7.6 Hz); 3.92 (s, 
3H). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 161.3; 151.2; 149.5; 140.3; 135.7; 133.6; 129.1; 
128.2; 127.9; 126.9; 125.6; 123.5; 122.1; 116.2; 115.5; 115.5; 114.2; 109.3; 109.3; 51.8.  
HRMS (ESI) m/z calcd for C20H13ClF3N2O2 405.0612, obsd 405.0615 
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Methyl 7-acetyl-1-(5-(methoxycarbonyl)pyridin-3-yl)indolizine-3-carboxylate (130) 
!
The reaction was performed with 91 and 65, following procedure G. The indolizine 130 was 
obtained as a white powder in 19% yield after a purification on column chromatography 
(eluent cyclohexane: EtOAc 5:1).
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.51 (dd, 1H, J=0.8, 
7.2 Hz); 9.15 (d, 1H, J=1.6 Hz); 8.91 (d, 1H, J=1.6 Hz); 8.38 (t, 1H, J=1.6 Hz); 8.05(s, 1H); 
7.45-7.48 (m, 1H); 6.92-6.94 (m, 1H); 3.95 (s, 3H); 3.92 (s, 3H). Mp: 191-193°C 
2-Chloro-N-propylacetamide (131) 
!
Propylamine (4 mmol, 330 µL), triethylamine (4.8 mmol, 670 µL) and chloroacetyl chloride 
(4.8 mmol, 382 µL) were successively added to a solution of DCM (4 mL) kept at 0 °C. The 
reaction mixture was then stirred at room temperature overnight. The insoluble was filtered 
off and the filtrate washed three times with water before evaporation under reduced pressure. 
The resulting product was obtained in 81% yield (675 mg, 4.98 mmol) as a brown oil. 
1
H 
NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 4.06 (s, 2H); 3.25-3.30 (m, 2H); 1.52-1.62 (m, 2H); 0.94 
(t, 3H, J=7.6 Hz). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 166.3; 42.7; 41.6; 22.6; 11.2. 
 
4-Acetyl-1-[(N-propylcarbamoyl)methyl]pyridinium iodide (132) 
 
!
Prepared according to the general method D from commercial 4-acetylpyridine and 131, in 
presence of 1 eq of NaI, the resulting pyridinium salt 132 was obtained in 35% yield as a 
yellow powder. 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 9.18 (d, 2H, J=6.8 Hz, H2-H6); 
8.53 (d, 2H, J=6.8 Hz, H3-H5); 5.50 (s, 2H, CH2); 3.12 (q, 2H, J=7.2 Hz, CH2); 1.49 (q, 2H, 
J=7.2 Hz, CH2); 0.91 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). Mp: 152-153 °C 
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4-Carboxy-1-(2-methoxy-2-oxomethylpyridinium bromide (133) 
!
Prepared according to the general method E from commercial isonicotinic acid and methyl 
bromoacetate, the resulting pyridinium salt 133 was obtained in 35% yield as a white powder. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.21 (d, 2H, J=6.8 Hz, H2-H6); 8.62 (d, 2H, J=6.8 Hz, 
H3-H5); 5.76 (s, 2H, CH2); 3.91 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): δ (ppm) 167.6; 
164.3; 150(2C); 148.6; 128.6(2C); 62.2; 54.3. Mp: 120-122°C 
 
 
4-{N-[2-(Tert-butoxy)-2-oxoethyl]carbamoyl}pyridine (134) 
!
The reaction was performed with isonicotinic acid (246 mg, 2 mmol), glycine tert-butyl ester 
hydrochloride (369 mg, 2.2 mmol), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (386µL, 
2.2 mmol) and triethylamine (300 µL, 2.2 mmol). The mixture was stirred at room 
temperature for 18h in DCM. The solution was then diluted with DCM  and washed with 
water (3 times). The organic layer was dried and evaported to dryness. The product 134 was 
obtained in 64% yield and directly used to the next step. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): 
δ (ppm) 8.73 (dd, 2H, J=1.6, 4.4 Hz, H2-H6); 7.83 (dd, 2H, J=1.6, 4.4 Hz, H3-H5); 4.06 (s, 
2H, CH2); 1.52 (s, 9H, (CH3)3).  
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4-{[2-(Tert-butoxy)-2-oxoethyl]carbamoyl}-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium 
bromide (135) 
!
Prepared according to the general method E from 134 and methyl bromoacetate, the resulting 
pyridinium salt 135 was obtained in 60% yield as a red powder. 
1
H NMR (400 MHz, 
MeOD): δ (ppm) 9.19 (d, 2H, J=6.4 Hz, H2-H6); 8.52 (d, 2H, J=6.4 Hz, H3-H5); 5.73 (s, 2H, 
CH2); 4.14 (s, 2H, CH2); 3.91 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, MeOD): 169.9; 167.6; 
164.7, 151.1, 148.7, 127. 1; 127.0; 83.5; 48.0; 43.7; 28.3; 9.3 
 
 
 
4-[(Carboxymethyl)carbamoyl]-1-(2-methoxy-2-oxoethyl)pyridinium bromide (136) 
 
The reaction was performed from 165 in a mixture TFA:DCM (ratio 1 to 3) for one hour at 
room temperature, the product was obtained pure in 92% yield after evaporation of the solvent 
under reduced pressure. 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) 9.20 (d, 2H, J=7.2 Hz, H2-
H6); 8.53 (d, 2H, J=6.8 Hz, H3-H5); 5.75 (s, 2H, CH2); 4.21 (s, 2H, CH2); 3.92 (s, 3H, CH3).  
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N-(Prop-2-yn-1-yl)isonicotinamide (140) 
 
The compound 140 was obtained in 74% yield (white powder) from isonicotinic acid (1eq) 
and propargylamine (1.5 eq) in presence of EDC (1.5eq) and triéthylamine (1.1 eq). The 
reaction mixture was stirred at room temperature for 18h. After evaporation of the solvent 
under reduced pressure, the crude was purified by column chromatography (EtOAc: 
cyclohexane; 1 to 4). 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.75 (dd, 2H, J=1.6, 4.4 Hz, H2-
H6); 7.63 (dd, 2H, J=1.6, 4.4 Hz, H3-H5); 6.54 (br s, 1H, NH); 4.25-4.28 (m, 2H, CH2); 2.31 
(t, 1H, J=2.8 Hz, CH). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 165.2; 150.7; 150.2; 140.8; 
120.9 (2C); 78.8; 72.4; 29.9. 
 
1-Ethyl-3-methyl 7-[1-(benzyloxyimino)ethyl]indolizine-1,3-dicarboxylate (146) 
!
A mixture of indolizine 109 (50 mg, 0.17 mmol) and O-benzylhydroxylamine hydrochloride 
(27 mg, 0.17 mmol) was stirred in MeOH (5 ml) for 4 days at room temperature. The solution 
was then kept at 0°C overnight and the white precipitate was filtered off and dried. The oxime 
ether 146 was obtained in 66% yield (44 mg, 0.11 mmol). 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): 
δ (ppm) 9.41 (dd, 1H, J=7.4 Hz, 0.9 Hz, H-9); 8.53 (m, 1H, H6); 7.99 (s, 1H, H2); 7.59 (dd, 
1H, J=7.4 Hz, 1.9 Hz, H8); 7.3-7.5 ( m, 5H, Ph); 5.34 (s, 2H, CH2); 4.42 (q, 2H, J=7.2 Hz, 
CH2); 3.98 (s, 3H, OCH3); 2.37 (s, 3H, CH3); 1.47 (t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 
MHz, CDCl3): δ (ppm) = 164.1; 161.4; 152.5; 138.7; 137.6; 133.7; 128.4; 128.2; 127.9; 
127.0; 124.3; 116.6; 115.0; 111.6; 106.5; 77.0; 60.0; 51.5; 14.5; 11.5. Mp: 118-119°C. 
HRMS (ESI) m/z calcd for C22H23N2O5 395.1601, obsd 395.1604 
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Reductive amination assay : formation of 1-Ethyl-3-methyl 7-(1-
hydroxyethyl)indolizine-1,3-dicarboxylate (148) 
!
The indolizine 109 (100 mg, 0.34 mmol) and propargylamine (23 ml, 0.35 mmol) were stirred 
in TFE (0.5 ml) in the presence of NaBH4 (16 mg, 042 mmol) for 1h at 40°C. The white solid 
was filtered off, whashed several times with MeOH and the organic solvents were evaporated 
to dryness. The oily residu was dissolved in water and extracted three times with DCM. The 
organic layer was dried and evaporated to dryness to give the alcohol 148 as an oil in 90% 
yield (90 mg). 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.47 (dd, 1H, J=7.4 Hz, 0.9 Hz, H9); 
8.30 (m, 1H, H6); 7.98 (s, 1H, H2); 7.09 (dd, 1H, J=7.4 Hz, 1.9 Hz, H8); 5.02 (q, 1H, , J=5 
Hz, CH); 4.41 (q, 2H, J=7.2 Hz, CH2); 3.96 (s, 3H, OCH3); 1.59 (d, 3H, J=5 Hz, CH3); 1.46 
(t, 3H, J=7.2 Hz, CH3). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) 164.2; 161.5; 144.1; 139.0; 
127.9; 124.5; 115.0; 112.5; 105.1; 69.4; 59.9; 51.4; 24.6; 14.5. 
!
Methyl 7-acetyl-1-[(prop-2-yn-1-yl)carbamoyl]indolizine-3-carboxylate (149) 
 
This compound was prepared following the general method G, in DMF in the presence of 
NH4OH and was isolated in 17% yield. 
1
H NMR (400MHz, CDCl3):!δ (ppm) 9.48 (dd, 1H, 
J=7.4 Hz, 0.9 Hz, H9); 9.17 (dd, 1H, J=1.9 Hz, 0.9 Hz, H6); 7.79 (s, 1H, H2); 7.58 (dd, 1H, 
J=7.4 Hz, 1.9 Hz, H-8); 6.22 (br m, 1H, NH); 4.33-4.35 (m, 2H, CH2); 4.00 (s, 3H, OCH3); 
2.74 (s, 3H, CH3); 2.36 (t, 1H, J=2.5 Hz, CH). 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):!δ (ppm) 196.1; 
163.3; 160.9; 134.1; 132.5; 127.1; 122.3; 120.1; 115.9; 111.8; 110.9; 79.5; 71.8; 51.7; 29.2; 
26.1. Mp: 228-229°C.!HRMS (ESI): m/z calcd for C23H22N3O4 299.1026, obsd 299.1031!
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Methyl 7-[1-(benzyloxyimino)ethyl]-1-[(prop-2-yn-1-yl)carbamoyl]indolizine-3-
carboxylate (150) 
!
A suspension of indolizine 149 (30 mg, 0.10 mmol) and O-benzylhydroxylamine 
hydrochloride (50 mg, 0.31 mmol) was stirred in MeOH (1 ml) for 48h at 50°C. The solution 
was then kept at 0°C overnight and the white precipitate was filtered off and dried. The oxime 
ether 150 was obtained in 35% yield (14 mg, 0.03 mmol)
1
H NMR (400MHz, CDCl3):!
δ (ppm)!9.38 (dd, 1H, J=7.4Hz, 0.9 Hz, H9); 8.71 (m, 1H, H6); 7.70 (s, 1H, H2); 7.58 (dd, 1H, 
J=7.4 Hz, 1.9 Hz, H8); 7.3-7.5 ( m, 5H, Ph); 6.12 (br m, 1H, NH); 5.33 (s, 2H, CH2); 4.31-
4.33 (m, 2H, CH2); 3.98 (s, 3H, OCH3); 2.37 (s, 3H, CH3); 1.40 (t, 3H, J=2.4 Hz, CH3). 
13
C 
NMR (100 MHz, CDCl3):!δ (ppm) 163.7; 161.2; 152.7; 138.4; 137.6; 133.4; 128.2; 127.9; 
126.6; 119.7; 117.3; 114.5; 111.8; 79.8; 77.9; 71.7; 51.5; 29.1; 11.5. Mp: 169-170°C.!HRMS 
(ESI): m/z calcd for C22H23N2O5 395.1601, obsd 395.1604 
 
Spiro[benzo[d][1,3]oxazine-2,1'-cyclohexan]-4(1H)-one (152) 
!
Anthranilic acid (12.5 g, 90 mmol) was dissolved in 20 ml of toluene, and combined with 
cyclohexanone (12 mL, 108 mmol). The mixture was heated to reflux (Dean-Stark Trap) until 
one equivalent of water (1.3 mL) was removed. The mixture was cooled to 0°C. The solid 
formed was collected by filtration, washed with toluene (15 mL) and ethanol (15 mL), and 
dried in vacuo, affording 17.1 g (86 %) of 152 as white solid. 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 7.96 (dd, 1H, J=1.0, 7.8 Hz); 7.44 (ddd, 1H, J=1.0, 7.5, 8.2 Hz); 6.94 (t, 1H, J=7.6 
Hz); 6.79 (d, 1H, J=8.1 Hz); 4.61 (br s, 1H, NH); 2.10-2.20 (m, 2H); 1.75-1.95 (m, 4H); 1.45-
1.65 (m, 4H). In accordance with literature data: Carlier, P. R.; Han, Y. F.; Chow, E. S.-H.; 
Li, C. P.-L.; Wang, H.; Lieu, T. X.; Wong, H. S.; Pang, Y.-P.!Bioorg. Med. Chem. 1999, 7, 
351.!
!
!
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9-Chloro-1,2,3,4-tetrahydroacridine (153) 
N
Cl
1
2
3
45
6
7
8 9
!
Compound 152 (17.0 g, 78 mmol) was added in portions to phosphorus oxychloride (30 mL) 
(caution: exothermic reaction). The mixture was heated to reflux for 3h. After cooling to 
room temperature the mixture was cautiously added drop-wise to a solution of KOH (135 g) 
in ice water (250 mL), with rapid stirring. After the addition was complete a yellow solid had 
precipitated and the supernatant pH was 10-11. DCM (400 mL) was added to dissolve the 
solid, and the aqueous layer was extracted with DCM (3 x 250 mL). The combined organic 
layers were dried (MgSO4) and the solvent removed in vacuum to provide 153 as a yellow 
solid in 96% yield (16.3 g). 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.17 (dd, 1H, J=1.0, 8.4 
Hz, H8); 7.99 (d, 1H, J=8.3 Hz, H5); 7.67 (ddd, 1H, J=1.0, 6.9, 8.3 Hz, H6); 7.54 (ddd, 1H, 
J=1.0, 6.9, 8.2 Hz, H7); 3.14 (m, 2H, H1 or H4); 3.03 (m, 2H, H1 or H4); 1.96 (m, 4H, H2,3). In 
accordance with literature data: In accordance with literature data: Carlier, P. R.; Han, Y. F.; 
Chow, E. S.-H.; Li, C. P.-L.; Wang, H.; Lieu, T. X.; Wong, H. S.; Pang, Y.-P.!Bioorg. Med. 
Chem. 1999, 7, 351. 
N-(3-aminopropyl)-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amine (22) 
N
HN
1
2
3
45
6
7
8 9
NH2
1'
2'
3'
!
1,3-Diaminopropane (4 mL) was added to a solution of 9-chloro-tetrahydroacridine 153 (1.5 
g, 6.91 mmol) in 6 mL of phenol under argon atmosphere. The mixture was heated at 120°C 
for 5 h, then cooled to room temperature and diluted with ethyl acetate. The organic solution 
was washed with a diluted aqueous solution of NaOH (pH 10-12), dried over MgSO4, and 
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column 
chromatography (DCM/MeOH (90/10 to 60/40, v/v, plus 5 mL triethylamine per 1000 mL). 
Compound 22 was obtained as a brownish amorphous solid (1.25 g, 70%). 
1
H NMR 
(400MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.79 (m, 2H, J = 6.6 Hz,  H-2’), 1.91 (m, 4H, H-2,3), 2.72 (m, 
2H, H-1), 2.89 (t, 2H, J = 6.5 Hz, H-3’), 3.06 (m, 2H, H- H-4), 3.47 (s, 1H, NH), 3.59 (t, 2H, J 
= 6.6 Hz, H-3’),7.33 (ddd, 1H, J = 1.0, 6.8, 8.3 Hz, H-7),  7.54 (ddd, 1H, J = 1.0, 6.8, 8.3 Hz, 
H-6), 7.90 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-5), 7.99(dd, 1H, J = 1.0, 8.5 Hz, H-8).
 13
C NMR (400MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 20.7, 21.0 (C2, C3), 23.1 (C1), 31.9 (C4), 32.3 (C2’), 38.5 (C3’), 46.1 (C1’), 
113.8, 118.1, 120.8 (C8), 121.5 (C7), 126.2 (C6), 126.6 (C5), 145.3, 148.9, 156.3. In 
accordance with literature data: Chen, Y.; Sun, J.; Fang, L., Liu, M.; Peng, S.; Liao, H.; 
Lehmann, J.; Zhang, Y.  J. Med. Chem. 2012, 55, 4309. 
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N-(3-((1,2,3,4-Tetrahydroacridin-9-yl)amino)propyl)propiolamide (154) 
!
To a mixture of propiolic acid (1 mmol, 70 mg) in DCM (5 mL), DCC (208 mg, 1 mmol) was 
added. After 15 min of stirring, compound 22 (259 mg, 1 mmol) dissolved in DCM (3 mL) 
was added and the mixture was stirred for 18 h at room temperature. The mixture was filtrated 
and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column 
chromatography (CH2Cl2/MeOH, 95/5 to 80/20, v/v). Compound 154 was obtained as a 
yellow solid (88 mg, 26%). 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.60-1.90 (br m, 6H, H-
2,3,2’), 2.62 (br s, 2H, H-1), 2.77 (s, 1H, CH), 2.98 (br s, 2H, H-4), 3.39 (m, 2H, H-3’), 3.63 
(m, 2H, H-1’), 4.40 (br s, 1H, NH), 6.01 (br s, 1H, NH), 7.28 (ddd, 1H, J = 1.0, 6.9, 8.3 Hz, 
H-7),  7.47 (ddd, 1H, J = 1.0, 6.9, 8.2 Hz, H-6), 7.90 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-5), 7.99(dd, 1H, J = 
1.0, 8.4 Hz, H-8).
 13
C NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 21.8 (C2’), 22.6 (C2, C3), 24.6 
(C1), 30.7 (C4), 36.8 (C3’), 44.8 (C1’), 73.9, 81.6, 114.1, 118.2, 123.3 (C8), 124.5, 124.6 
(C5, C7), 130.1 (C6), 153.4, 158.7. 
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Methyl 1-({3-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]propyl}carbamoyl)pyrrolo[2,1-a] 
isoquinoline-3-carboxylate (155) 
N
HN
1
2
3
45
6
7
8 9
HN
1'
2'
3' O
N CO2Me
!
Compound 154 (19.9 mg, 0.059 mmol), the isoquinolinium salt 84 (17.5 mg, 0.059 mmol) 
and K2CO3 (2 mg) in solution in methanol (2 mL) were stirred at room temperature for 18 h. 
The precipitate formed was filtered, washed with methanol and dried under vacuo to give 
compound 155 as a white solid (11 mg, 35%). 
1
H NMR (400MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.82 (br 
m, 4H, H-2,3), 1.89 (br m, 2H, H-2’) 2.75 (m, 2H, H-1), 2.99 (m, 2H, H-4), 3.55 (m, 2H, H-
1’), 3.61 (m, 2H, H-3’), 4.78 (br s, 1H, NH), 6.33 (br s, 1H, NH), 7.02 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 
7.26 (m, 1H, H-7),  7.41-7.48 (m, 3H), 7.49, (s, 1H), 7.59 (m, 1H, J= 7.3 H), 7.83 (d, 1H, J= 
8.4 Hz),  7.99 (d, 1H, J= 8.3 Hz), 9.00 (d, 1H, J= 7.7 Hz), 9.18 (d, 1H, J= 7.5 Hz).
 
 
13
C NMR 
(400MHz, CDCl3): δ (ppm) 22.9, 23.1 (C2, C3), 25.3 (C1), 31.8 (C2’), 34.1 (C4), 37.4 (C3’), 
45.7 (C1’), 51.5 (CH3), 113.6, 114.7, 115.2, 116.8, 120.5, 120.9, 122.5, 123.9, 124.2, 124.7, 
126.2, 126.9, 127.9, 128.3, 128.4, 128.8, 129.1, 133.4, 147.4, 150.6, 158.7, 161.3, 167.2. 
!
